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POVZETEK 
Boj proti bakterijskim infekcijam predstavlja enega pomembnejših dosežkov medicine 20. 
stoletja. Vendar pa je prekomerna in tudi napačna uporaba protimikrobnih učinkovin 
povzročila pojav odpornosti patogenih bakterij na antibiotike in s tem postavila resno 
grožnjo javnemu zdravju, obenem pa tudi potrebo po stalnem razvoju novih učinkovin. 
Medtem ko številni antibiotiki v klinični uporabi delujejo preko inhibicije kasnejših stopenj 
sinteze peptidoglikana, so začetni koraki biosinteze citoplazemskih prekurzorjev 
peptidoglikana kot protibakterijske tarče slabo izkoriščeni. Mednje spadajo tudi Mur encimi, 
ki kot ključen sestavni del bakterij omogočajo načrtovanje zaviralcev s potencialnim 
baktericidnim učinkom ter širokim spektrom delovanja.  
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali analoge predhodno odkrite spojine z 
azastilbenskim skeletom, ki je zavirala encime MurC-F v mikromolarnem območju. Furan s 
kisikom na orto mestu smo preko Suzukijevega pripajanja nadomestili z različnimi 
heterocikli, na mestu 5-substituiranega tetrazola smo sintetizirali 2-oksazolin, 2-imidazolin 
in 2-tiazolin ter reducirali dvojno vez azastilbena.  
Sintetizirane spojine smo ovrednotili z biokemijskim testiranjem na encimih MurC, D, E in 
F bakterije E. coli. Vsem smo določili rezidualno aktivnost [%], najobetavnejšim spojinam 
pa tudi IC50 vrednost [μM]. Primerjava spojin 3a in 4a prikazuje pomen prisotnosti tetrazola 
pri doseganju zaviralnega delovanja na MurD-F, medtem ko pri zaviranju MurC tetrazol ni 
optimalna izbira. Ključno komponento pri doseganju aktivnosti na vseh štirih Mur ligazah 
predstavlja furan s kisikom na orto položaju, saj ostali analogi z drugimi heterocikli na tem 
mestu niso pokazali zaviralnega učinka na nobenem od encimov. Pri tem ima pomembno 
vlogo položaj kisika na orto mestu in ne zgolj njegova prisotnost v heterociklu, kar potrjuje 
primerjava med spojinama 4b in 4f. Najmočnejše zaviralno delovanje je dosegla spojina 13, 
ki z aktivnostjo na MurC, D in F spada med multiple inhibitorje, ki zmanjšujejo možnost 
razvoja rezistence bakterij na protibakterijske učinkovine. Dobro protibakterijsko delovanje 
na sev S. aureus smo izmerili le pri spojini 12 z MIK vrednostjo 10,65 μg/mL.  
V sklopu našega dela smo torej uspeli preučiti vpliv različnih substituentov na inhibicijo 
encimov MurC-F, pri čemer predvsem spojina 13 predstavlja osnovo za morebitno 
nadgradnjo multiplih azastilbenskih zaviralcev.  
Ključne besede: Mur ligaze, multipli inhibitorji, protibakterijske učinkovine, azastilbeni 
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ABSTRACT 
The fight against bacterial infections has been one of the great success stories of 20th century 
medicine. However, extensive use, and also misuse of antibiotics have caused emergence of 
antimicrobal-resistant pathogenic bacteria, which now present a serious threat to public 
health and a need for a constant development of new antibacterial agents. While a large 
number of antibiotics in clinical use act by inhibiting later steps in peptidoglycan synthesis, 
the earlier steps of the biosynthesis of cytoplasmic peptidoglycan precursor are poorly 
exploited as antibacterial targets. Among them, Mur enzymes, as essential part of bacteria, 
enable design of inhibitors with potencial bactericidal and wide spectrum activity.  
In this master’s thesis we synthetized analogues of previously discovered azastilbene 
compound, that inhibited MurC-F in micromolar range. Via Suzuki coupling, we replaced 
furan, containing oxygen in ortho position, with various heterocycles; as well we synthetized 
2-oxazoline, 2-imidazoline and 2-thiazoline instead of 5-substituted terazole and reduced 
azastilbene’s double bond.  
Synthesized compounds were tested for their inhibitory effect on enzymes MurC, D, E and 
F from E. coli. Residual activity [%] was measured for each of them, and for the most 
potential coumpounds, IC50 values [μM] were determined. Comparison of compounds 3a 
and 4a shows the importance of tetrazole at reaching inhibitory activities on MurD-F, while 
for MurC inhibition, tetrazole is not the best option. Furan with oxygen in ortho position 
seems to be essential, as the rest of analogues with other heterocycles in this place, does not 
show inhibitory activity on any Mur enzyme. Beside the presence of oxygen in furan, its 
ortho position is also significant, as we are able to see from comparison of compounds 4b 
and 4f. The best inhibitor was compound 13 that shows inhibitory activity on MurC, D and 
F, therefore it is classified as multiple inhibitor, which minimize the possibility of resistance 
development. Only compound 12 achieved significant antibacterial activity on S. aureus 
with values 10,65 μg/mL. 
To conclude, we manage to study the effect of different substituents on MurC-F inhibition, 
wherein compound 13 represents the basis for further studies of multiple azastilbene 
inhibitors.  
Key words: Mur ligase, multiple inhibitors, antibacterial agents, azastilbenes 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ADP   adenozin difosfat 
Ala   alanin 
ATP   adenozin trifosfat 
BINAP  2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftil 
Boc   terc-butiloksikarbonil 
bs   širok singlet   
Bu3(vinil)Sn  tributil(vinil)stanan 
CDCl3   devteriran kloroform 
d   dublet 
D-Ala-D-Ala  dipeptid D-alanil-D-alanin 
dd   dublet dubleta 
ddt   dublet dubleta tripleta 
DKM   diklorometan 
DMF   N,N-dimetilformamid 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DMSO-d6  devteriran dimetilsulfoksid 
DNK   deoksiribonukleinska kislina 
dt   dublet tripleta 
E. coli   Escherichia coli 
ekv.   molarni ekvivalent 
ESI-MS  masna spektrometrija z elektrosprej ionizacijo 
Et2O   dietil eter 
Et3N   N,N,N-trietilamin 
ix 
 
EtOAc  etil acetat 
GlcNAc  N-acetilglukozamin 
Glu   glutaminska kislina 
Hex   n-heksan  
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Hz   Hertz 
IC50   srednja inhibitorna koncentracija 
IR   infrardeča spektroskopija 
J    sklopitvena konstanta 
Lys   lizin 
m   multiplet 
m-A2pm  mezo-diaminopimelinska kislina 
MeOH  metanol 
MF   mobilna faza 
MIK   minimalna inhibitorna koncentracija 
MurA   UDP-N-acetilglukozamin enolpiruviltransferaza 
MurB   UDP-N-acetilenolpiruvilglukozamin reduktaza 
MurC   UDP-N-acetilmuramat L-alanin ligaza 
MurD   UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil D-glutamat ligaza 
MurE UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamil mezo-diaminopimelat/  
L-lizin ligaza 
MurF UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-L-glutamat-mezo-diaminopimelat/ 
L-lizin D-alanil-D-alanin ligaza 
MurNAc  N-acetilmuraminska kislina  
x 
 
NMR   jedrska magnetna resonanca 
Pd/C   paladij na ogljiku 
Pd2(dba)3  tris(dibenzilidenaceton) dipaladij(0) 
Pd(PPh3)4  tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) 
P(o-tol)3  tri(o-tolil)fosfin 
RA   rezidualna aktivnost 
Rf   retencijski faktor 
Ruphos  2-dicikloheksilfosfino-2',6'-disopropoksibifenil 
s   singlet  
SAR   razmerje med strukturo in delovanjem 
S. aureus  Staphylococcus aureus 
s.t.   sobna temperatura 
t   triplet 
TFA   trifluorocetna kislina 
THF   tetrahidrofuran 
TLC   tankoplastna kromatografija 
tR    retencijski čas 
UDP   uridin difosfat 
UDP-GlcNAc  uridildifosfat-N-acetilglukozamin 
UDP-MurNAc uridildifosfat-N-acetilmuraminska kislina 
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1. UVOD 
1.1. PROTIMIKROBNE UČINKOVINE SKOZI ČAS  
Boj proti bakterijskim infekcijam predstavlja enega pomembnejših dosežkov medicine 20. 
stoletja, saj je odkritje protimikrobnih učinkovin rešilo številna življenja. Vendar pa je 
njihova prekomerna in pogosta napačna uporaba povzročila vsesplošen pojav odpornosti 
patogenih bakterij na antibiotike in s tem postavila resno grožnjo javnemu zdravju, obenem 
pa tudi potrebo po stalnem razvoju novih učinkovin (1, 2). Kljub zmanjšanju umrljivosti 
zaradi bakterijskih infekcij le-te še vedno predstavljajo glavni razlog smrti v državah v 
razvoju in so četrti najpogostejši vzrok za smrt na svetu (3). 
Že starodavne civilizacije so se posluževale raznolikih naravnih načinov zdravljenja infekcij, 
kot so uporaba zelišč, medu in tudi živalskih iztrebkov. Eden uspešnejših pristopov, ki so ga 
poznali Kitajci za zdravljenje turov, je bil na primer topikalni nanos plesnivega kruha. Konec 
19. stoletja je Louis Pasteur z razmnoževanjem bakterij na umetnih gojiščih in v živalih uspel 
dokazati povezavo posameznih bakterijskih vrst z boleznimi. Temu zgledu je sledil Joseph 
Lister, ki velja za začetnika aseptičnega dela v kirurgiji. Moderna doba razvoja 
protimikrobne kemoterapije se je začela s Paulom Ehrlichom, ki je ob preučevanju 
protibakterijskega učinka barv ugotovil, da lahko kemikalije, v gostitelju sprejemljivih 
koncentracijah, neposredno posežejo v razmnoževanje mikroorganizmov. Ta ideja, 
imenovana ''magic bullet'', je osnova selektivne toksičnosti. Leta 1910 je na osnovi arzena 
razvil Salvarsan, učinkovit pri zdravljenju sifilisa, ki je prvi primer popolnoma sintetične 
protimikrobne učinkovine. Velik prelom je leta 1935 predstavljalo odkritje prontosila kot 
predstavnika sulfonamidov, ki so prva skupina antimikrobov z učinkom proti sistemskim 
bakterijskim infekcijam (2, 4).  Kljub odkritju penicilina leta 1928, je bil ta prvi β-laktamski 
antibiotik uporabljen šele tekom druge svetovne vojne. V začetku 40-ih let 20. stoletja so ga 
uspeli izolirati Florey, Chain in Abraham. Do 60-ih let 20. stoletja je sledil je razvoj različnih 
razredov protibakterijskih učinkovin od streptomicina, tetraciklinov, makrolidov, 
glikopeptidov in cefalosporinov (Slika 1). Dandanes razpolagamo s številnimi 
protibakterijskimi učinkovinami, ki so omogočile nadzor nad veliko večino bakterijskih 
bolezni, kot so gobavost, tifus, tetanus, sifilis, bubonska kuga, tuberkuloza, davica in 
gonoreja (2, 5).  
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Slika 1: Časovnica odkritij antibiotikov. Prirejeno po (5).   
1.2. SELEKTIVNA TOKSIČNOST  
Protibakterijska učinkovina je vsaka kemijska spojina, ki ubije bakterije (baktericidnost), 
kadar je imunski sistem gostitelja manj učinkovit, oziroma zavre bakterijsko rast 
(bakteriostatičnost), imunski sistem gostitelja pa mikrobe odstrani (2, 5). Pridobivamo jih 
lahko biosintezno, kot naravni produkt mikroorganizmov (npr. gentamicin), polsintezno s 
kemijsko modifikacijo naravnih produktov (npr. amikacin) in sintezno (npr. norfloksacin) 
(5, 6).  
Ključna lastnost dobre protibakterijske učinkovine je, da kaže visoko toksičnost do tarčnega 
mikroorganizma napram celicam gostitelja, kar lahko ponazorimo s terapevtskim indeksom, 
ki je tudi kvantitativno merilo varnosti uporabe zdravila. Predstavlja razmerje med najnižjim 
učinkovitim odmerkom zdravila in najvišjim odmerkom, ki ga tolerira gostitelj. Selektivna 
toksičnost temelji na razlikah med bakterijskimi in človeškimi celicami, ki se kažejo tako v 
njihovi strukturi kot v biokemijskih procesih (2).  
sulfonamidi 
β-laktami 
aminoglikozidi 
nitrofurani 
kloramfenikol 
tetraciklini 
streptomicin 
cefalosporini 
 
 
makrolidi 
linkozamidi 
glikopeptidi 
rifamicini 
nitroimidaz
ol 
kinoloni 
trimetoprim 
oksazolidinoni 
lipopeptidi 
plevromutilin 
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Na osnovi zaviranja tarč, ki so lastne samo bakterijam, ne pa tudi človeku, se je razvilo pet 
glavnih mehanizmov delovanja protimikrobov. β-laktami, kamor spadajo penicilini, 
cefalosporini, karbapenemi in monobaktami pa tudi vankomicin, ki ga uvrščamo med 
glikopeptide, delujejo kot inhibitorji biosinteze celične stene.  Bakterijske celice namreč 
gradi toga celična stena, kar jih močno razlikuje od sesalskih celic, ki jih obdaja zgolj prožna 
celična membrana s popolnoma drugačnimi kemijskimi lastnostmi. Celična membrana, ki se 
pri bakterijah nahaja pod celično steno, vsebuje fosfolipide in številne specifične proteine 
ter polisaharide, ki so tarča protimikrobov kot so polimiksini, daptomicin in tirotricin, ki z 
interakcijami s celično membrano spremenijo njeno prepustnost in povzročijo lizo celice 
(2, 6, 7, 8). Tetraciklini, aminoglikozidi, makrolidi in kloramfenikol z vezavo na ribosome 
ovirajo biosintezo proteinov, ki so ključni za preživetje celice. Ker njihova tvorba poteka 
tako v bakterijskih kot v živalskih celicah, selektivno toksičnost omogočata različna stopnja 
difuzije ribosomov skozi celične bariere in razlike v njihovi strukturi, saj so ribosomi v 
ekvakriontskih celicah večji (80S) kot v prokariontskih (70S). Oba tipa celic se znatno 
razlikujeta tudi v encimih, ki vršijo sintezo nukleinske kisline, ki je ravno zato ena 
pomembnejših tarč protimikrobov. Kot inhibitorji transkripcije, replikacije in zvijanja 
DNA delujejo kinoloni, kamor uvrščamo naldiksno kislino, fluorokinolone s 
ciprofloksacinom, pa tudi učinkovine kot so proflavin, rifampicin in metronidazol. Nazadnje 
moramo omeniti skupino antimetabolitov, ki inhibirajo celični metabolizem. Njihov 
glavni predstavnik so sulfonamidi, mednje pa spadajo še trimetoprim ter sulfoni. Z 
zaviranjem encimsko kataliziranih reakcij, ki potekajo zgolj v bakterijskih celicah, ne pa tudi 
v živalskih, ali z inhibicijo encimov, ki so sicer prisotni v obeh tipih celic, a s pomembnimi 
strukturnimi razlikami, zavirajo metabolizem mikroorganizmov, ne pa tudi gostiteljevega 
(2, 6, 7).  
1.3. ODPORNOST BAKTERIJ NA PROTIMIKROBNE UČINKOVINE 
Odpornost bakterij na protimikrobne učinkovine predstavlja vedno večje zdravstveno in 
ekonomsko breme, saj se je v zadnjih 50 letih pojavila pri hitro rastočem številu bakterijskih 
vrst (9, 10). 60 % sevov bakterije S. aureus je že odpornih na drugo generacijo penicilinov, 
kot je meticilin. Zaskrbljujoče je, da tudi vankomicin, ki je zadnja možnost zdravljenja 
infekcij z meticilin odpornimi stafilokoki, izgublja svojo veljavo, saj se že pojavlja 
odpornost tudi na ta antibiotik. Nekatere patogene seve bakterij, ki so bili v preteklosti že 
vodljivi s protimikrobnimi terapijami, lahko torej zdravimo le še z enim obstoječim 
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zdravilom, medtem ko za določene nimamo več učinkovitega pristopa. To se, tako v razvitih 
državah kot pri tistih v razvoju, kaže v pojavljanju starih bolezni, kot je tuberkuloza, ki jo 
povzroča na več učinkovin odporni patogen M. tuberculosis (2, 11). Pojavu odpornosti 
mikrobov je skozi leta uspešno sledil razvoj novih učinkovin, a so bakterije zaradi 
enostavnejšega genoma, zmožnosti izmenjave dednega materiala med vrstami in krajšega 
generacijskega časa sposobne hitrejšega prilagajanja kot večcelični organizmi. Kljub temu 
da je glavni razlog pojava odpornosti posledica selekcijskega pritiska na mikrobe, ki so 
občutljivi na protibakterijske učinkovine, k njenemu širjenju prav tako prispevajo številni 
družbeni dejavniki. Eden glavnih vzrokov v razvitih državah je prekomerno predpisovanje 
antimikrobov s strani zdravnikov, tudi ob odsotnosti za diagnozo potrebnih simptomov, 
največkrat zaradi zahtev pacientov, negotove diagnoze, čimkrajše obravnave pacienta in 
pomankanja znanja o optimalni terapiji. V številnih državah v razvoju stanje poslabšuje 
dostopnost antimikrobov brez zdravniškega recepta in strokovnega svetovanja. Taka 
zdravila so lahko ponarejena, vprašljive kvalitete ali neustrezne jakosti. K razvoju odpornosti 
s svojim vedenjem prispevamo tudi ljudje sami. Najbolj problematična sta samozdravljenje, 
pri katerem se bolniki poleg pogosto nepravilnega odmerjanja poslužujejo nepotrebnih ali 
neustreznih protibakterijskih učinkovin, ter slaba komplianca bolnikov s predlaganim 
zdravljenjem. Slednja se pojavi, ko posameznik pozabi vzeti zdravilo, preneha z jemanjem 
zdravila ob izboljšanju simptomov ali pa si celotnega zdravljenja ne more privoščiti. Oba 
vedenjska vzorca namesto eliminacije mikrobov ustvarita idealno okolje za njihovo 
prilagoditev. Ugodno mesto za razvoj odpornosti mikrobov so tudi bolnišnice, k čemur 
prispeva veliko število pacientov, med katerimi so številni z zavrtim delovanjem imunskega 
sistema, neposredna bližina med njimi ter pogosta obravnava bolnikov z močno in 
podaljšano protimikrobno terapijo. Antimikrobi se uporabljajo tudi pri vzreji živali v namene 
pridelovanja hrane. 40 % proizvodnje antibiotikov v ZDA, ki znaša več kot 23. 000 ton letno, 
je uporabljenih ali v terapevtske namene pri živalih ali za pospeševanje njihove rasti. 
Prekomerna uporaba antibiotikov lahko vodi v razvoj odpornih bakterij, ki se običajno preko 
hrane prenesejo tudi na ljudi (11).  
Odpornost bakterij na protibakterijske učinkovine je lahko prirojena, kot pri E. coli, ki je 
naravno odporna na vankomicin, ali pa pridobljena. Slednja je posledica mutacij in 
izmenjave dednega materiala. Hitro razmnoževanje bakterij omogoča nastanek spontanih 
mutacij, ki so posledica napak pri podvojevanju DNK ali neuspelega popravila poškodovane 
DNK. Kromosomske mutacije so redke in običajno določajo odpornost na strukturno 
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podobne učinkovine. Majhne bakterijske populacije sevov kot so E. coli, N. meningitides in 
H. influenzae med podaljšano neletalno selekcijo lahko dosežejo krajše obdobje z visokim 
tempom mutacij, ki so do 10. 000 krat pogostejše kot običajno. Povod za nastanek mutacij 
je lahko tudi stres v okolju. Mutacije, ki se z razlogom zmanjšanja selekcijskega pritiska 
pojavijo zgolj med neletalno selekcijo mikroorganizmov, ne glede na prisotnost spontanih 
mutacij, imenujemo adaptivne mutacije (9, 12). Poleg mutacij lahko bakterija odpornost 
pridobi od druge bakterijske celice preko prenosa genov s konjugacijo ali transdukcijo. Pri 
konjugaciji pride do prenosa manjših segmentov dednega materiala, imenovanih plazmidi, 
z neposrednim stikom med dvema bakterijskima celicama. Ta metoda je značilna predvsem 
za Gramnegativne bacile, ki naseljujejo debelo črevo. Pri transdukciji bakterije izmenjajo 
plazmide s pomočjo virusov (bakteriofagov), ki zapustijo odporno celico in okužijo 
neodporno. Na tak način prehajajo dedne informacije, potrebne za tvorbo β-laktamaz, in 
omogočajo odpornost bakterij na penciline. Preneseni geni so nato vključeni v kromosome 
prejemnika z rekombinacijo ali transpozicijo in povzročijo eno ali več sprememb v 
zaporedju. Prenos dedne informacije je učinkovitejši način pridobivanja odpornosti kot 
kromosomske mutacije. Plazmidi kodirajo gene, ki omogočajo odpornost na glavne 
protimikrobne učinkovine, kot so cefalosporini, fluorokinoni in aminoglikozidi (2, 9).  
Potem ko bakterija pridobi gene za odpornost, lahko  uporabi več biokemijskih mehanizmov 
za obrambo pred antimikrobnimi učinkovinami (Slika 2). Lahko pride do inaktivacije 
antibiotika, kjer glavno vlogo igrajo encimi β-laktamaze, ki hidrolizirajo skoraj vse β-
laktame z estersko ali amidno vezjo, ter kloramfenikol acetiltransferaze in aminoglikozid-
modificirajoči encimi, ki spadajo med transferaze. Te s prenosom adenilnil, fosforilnih in 
acetilnih skupin ter njihovo vezavo na molekule antibiotika povzročijo zmanjšano afiniteto 
vezave antibiotika na ribosome in s tem njegovo inaktivacijo. Ker je interakcija med 
antibiotikom in tarčno molekulo zelo specifična, lahko že majhne modifikacije tarče 
vplivajo na vezavo antibiotika nanjo. Bakterije, da se obranijo, preoblikujejo tarče, ki so del 
sinteze peptidoglikana (β-laktami), DNK (kinoloni) in proteinov (makrolidi). Odpornost 
lahko pridobijo tudi z znižanjem permeabilnosti zunanje membrane, kar se odraža v 
zmanjšanem privzemu antibiotika, kot se zgodi pri aminoglikozidih. Glavni mehanizem 
multirezistence bakterij predstavljajo črpalke, ki vršijo efluks. To so membranski proteini, 
ki izvažajo antibiotike iz celice in vzdržujejo njihovo nizko znotrajcelično koncentracijo. Za 
aktivacijo efluksa so dovzetni antibiotiki vseh razredov, razen polimiksinov. Črpalke so 
lahko specifične, večina izmed njih pa je sposobna črpanja širokega nabora nesorodnih 
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antibiotikov, kar prispeva k razvoju večkratno odpornih patogenov. Zadnji mehanizem 
bakterijske odpornosti predstavlja sprememba specifičnih metabolnih poti. Bakterija 
poleg obstoječe tarče, ki je občutljiva na antibiotik, tvori alternativno tarčo, ki je običajno 
encim, odporen na inhibicijo. Ta prevzame vlogo prvotnega proteina in bakteriji omogoči 
preživetje, kar je značilno pri odpornosti na slufonamide in trimetoprim (2, 9, 13).  
 
Slika 2: Mehanizmi bakterijske odpornosti na protimikrobne učinkovine. Prirejeno po (14). 
Številni mehanizmi preživetja patogenih bakterij onemogočajo, da bi pojav odpornosti na 
protimikrobe odpravili, zato je izziv predvsem v omejitvi obsega in hitrosti širjenja tega 
pojava. V ta namen poteka konstanten razvoj novih učinkovin in identifikacija potencialnih 
tarč, ki jo omogoča sekvenciranje DNK ter vse večje poznavanje bakterijskih proteinov. Med 
obetavnejše pristope prištevamo načrtovanje kinaznih inhibitorjev, oblikovanje molekul z 
vgrajeno samodestrukcijo in modifikacijo antibiotikov z namenom, da pridobijo odpornost 
na mehanizme, ki jih bakterije uporabljajo proti antimikrobom. Veliko pozornost vzbuja 
načrtovanje učinkovin, ki delujejo na več tarč hkrati. Multipli inhibitorji naj bi bili ne-
selektivni pri zaviranju tarč, ki prispevajo k nastanku odpornosti, a dovolj selektivni, da ne 
povzročajo stranskih učinkov pri uporabniku. V primeru mutacije ene izmed tarč in razvoja 
odpornosti le-te, ostale tarče ohranijo občutljivost na zdravilo, kar zmanjšuje pojavnost 
odpornosti (2). Poleg razvoja učinkovin so številne notranje in mednarodne organizacije v 
boju proti odpornosti mikrobov predlagale priporočila, ki vključujejo povečanje nadzora nad 
težavami, ki so posledica pojava odpornosti, upoštevanje ključnih varnostnih ukrepov in 
podaljšanje življenjske dobe obstoječih protimikrobnih zdravil. Slednje je mogoče z varčno 
uporabo antibiotikov, preprečevanjem napačne uporabe v kmetijstvu, jemanjem antibiotika 
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do konca predpisanega zdravljenja in uporabo kombinacij antibiotikov. Kljub resnosti 
problema prenos idej v vsesplošno uporabo ni tako enostaven. Zavedanje vlade, zdravstva 
in raziskovalnih skupnosti, farmacevtske industrije ter širše družbe, da je odpornost 
mikrobov velika težava, ki jo lahko rešimo le z razsežnim in usklajenim delovanjem, je 
spodbuden znak za nadaljnji napredek. K mednarodnem širjenju tega spoznanja je prispevala 
tudi Svetovna zdravstvena organizacija (WHO), ki je odpornost mikrobov označila za eno 
glavnih groženj svetovnemu zdravju (11).  
1.4. CELIČNA STENA 
Celična stena bakterijam omogoča preživetje različnih okoljskih dejavnikov, kot so 
spremenljiv pH, temperatura in osmotski tlak. Stena daje bakteriji obliko in onemogoča 
razgradnjo celice z encimi gostitelja. Brez nje bi voda - zaradi osmotskega tlaka - 
neprenehoma vstopala v celico in povzročila nabrekanje ter posledično lizo bakterije. 
Celična stena je polprepustna struktura, ki vključno z vodo dovoljuje vstop željenih snovi v 
celico, prepreči pa njeno nabrekanje (2, 7). Rigidnost in natezno moč bakterij omogoča 
peptidoglikan, imenovan tudi murein, ki se nahaja na zunanji strani citoplazemske 
membrane in predstavlja ključno sestavino celične stene (15).  
Celična stena Gramnegativnih bakterij je relativno tanka (10 nm). Sestavljena je iz ene 
plasti peptidoglikana, ki je obdan z zunanjo membrano iz lipopolisaharidov (Slika 3). Ta 
ščiti organizem pred vplivi okolja, odstranjuje toksične molekule in vzpostavlja prostor - 
periplazmo, ki zadržuje ekstracitoplazemske encime, potrebne za celično rast in razgradnjo. 
Skupaj s peptidoglikanom pomaga stabilizirati notranjo citoplazemsko membrano, da se ta 
lahko zoperstavi visokemu osmotskemu tlaku znotraj celice (16).  
Zgradba celične stene Grampozitivnih bakterij je enostavnejša. Imajo debelo celično steno 
(15-80 nm), ki jo sestavlja do 100 plasti peptidoglikana (Slika 3). V njej so prisotne tudi 
molekule teihoične kisline - linearni polimeri poliglicerola ali poliribitola substituirani s 
fosfati in nekaterimi aminokislinami ter sladkorji. Značilne so le za ta tip celic ter potekajo 
prečno glede na peptidoglikan, občasno pa so pod določenim kotom pritrjene tudi na 
citoplazemsko membrano (lipoteihoična kislina). Vloga teh anionskih polimerov ni 
popolnoma znana, najverjetneje pa opravljajo podobne naloge kot zunanja membrana 
Gramnegativnih bakterij; zaradi negativnega naboja vplivajo na permeabilnost 
peptidoglikana, zagotavljajo stabilnost citoplazemske membrane, sodelujejo pri regulaciji 
celične rasti ter pri adheziji bakterij na podlago. Ker je molekula peptidoglikana pri 
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Grampozitivnih bakterijah večja in ni zaščitena z zunanjo membrano, so le-te bolj občutljive 
na penicilin kot Gramnegativne bakterije (15, 16).  
 
Slika 3: Primerjava strukture celične stene Grampozitivne in Gramnegativne bakterije. Prirejeno po 
(17).  
1.5. PEPTIDOGLIKAN 
Peptidoglikan je heteropolimer sestavljen iz dolgih, linearnih verig glikanov, prečno 
povezanih s kratkimi peptidi. Glikanske verige gradita izmenjujoča se N-acetilglukozamin 
(GlcNAc) in N-acetilmuraminska kislina (MurNAc), povezana z β (14) glikozidno vezjo. 
Na D-laktatno skupino muraminskih ostankov se v nastajajočem peptidoglikanu pripenja 
peptidno steblo z najpogostejšim zaporedjem L-Ala-γ-D-Glu-m-A2pm (ali L-Lys)-D-Ala-D-
Ala (m-A2pm, mezo-diaminopimelinska kislina), medtem ko je v zreli makromolekuli 
odsoten zadnji D-Ala. Prečna povezava glikanskih verig običajno poteka med karboksilno 
skupino D-alanina na mestu 4 in amino skupino diaminske kisline na mestu 3, bodisi direktno 
ali preko krajšega peptidnega mostu. Med različnimi bakterijskimi sevi so lahko prisotne 
manjše razlike v molekulski strukturi peptidoglikana (18, 19). 
Biosinteza peptidoglikana je kompleksen proces, ki vključuje encimske reakcije, ki se 
odvijajo v citoplazmi, kjer poteka sinteza nukleotidnih prekurzorjev, na notranji strani 
citoplazemske membrane, kjer s pomočjo lipidnih prenašalcev undekaprenil fosfatov 
nastajajo z lipidi povezani intermediati, reakcije polimerizacije pa potekajo na površini 
citoplazemske membrane (Slika 4) (18, 20).  
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Prvo stopnjo sinteze, ki se začne v citoplazmi, predstavlja tvorba monomernih gradnikov 
GlcNAc-MurNAc pentapeptidov. Encim MurA katalizira prenos enolpiruvatnega ostanka iz 
fosfoenolpiruvata na mesto 3 UDP-N-acetilglukozamina (UDP-GlcNAc). Temu koraku sledi 
MurB-katalizirana redukcija enolpiruvatnega dela do D-laktata in nastanek UDP-N-
acetilmuramata (UDP-MurNAc). Stopenjsko sintezo peptidnega stebla peptidoglikana 
omogoča zaporedje štirih ključnih encimov, poznanih kot Mur ligaze (MurC, D, E in F). Te 
zagotavljajo vezavo L-alanina (MurC), D-glutaminske kisline (MurD), diamino kisline, 
običajno mezo-diaminopimelinske kisline ali L-lizina (MurE) in dipeptida D-alanin-D-alanin 
(MurF) na D-laktatno skupino UDP-MurNAc. Mur ligaze katalizirajo nastanek peptidne vezi 
s sočasnim razpadom molekule ATP do ADP in fosfata. Za potek reakcije je nujno potrebna 
prisotnost dvovalentnega kationa Mg2+ ali Mn2+ (18, 19).   
 
Slika 4: Prikaz biosinteze peptidoglikana in vloga Mur ligaz, ki so poudarjene z rdečo barvo. Z zeleno 
je označeno mesto delovanja edinih validiranih zaviralcev znotrajcelične sinteze peptidoglikana. 
Prirejeno po (20). 
Številni antibiotiki v klinični uporabi, kot so betalaktami in glikopeptidi, delujejo preko 
inhibicije kasnejših stopenj sinteze peptidoglikana, medtem ko so začetni koraki biosinteze 
citoplazemskih prekurzorjev peptidoglikana kot protibakterijske tarče slabo izkoriščeni. Z 
izjemo MurA, katerega delovanje zavira fosfomicin in DdlB, ki sodeluje pri nastanku 
prekurzorja D-Ala-D-Ala, njegovo delovanje pa zavira D-cikloserin, nobeden izmed 
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encimov, vključenih v znotrajcelično sintezo peptidoglikana, ni inhibiran z validiranim 
antibiotikom. Zaporedje encimov MurA-F je ključen sestavni del bakterij, Mur proteini pa 
so visoko ohranjeni med raznolikimi bakterijskimi vrstami, kar omogoča identifikacijo 
njihove strukture. Zato potencialni Mur inhibitorji obetajo baktericiden učinek ter širok 
spekter delovanja, kar potrjuje izbiro teh pomembnih bakterijskih encimov kot tarčo za 
razvoj novih zaviralcev (19, 21).  
1.6. MUR LIGAZE  
Proučevanje Mur ligaz in njihovega delovanja je pokazalo, da si delijo tri skupne značilnosti. 
Imajo enak reakcijski mehanizem, ki se začne z aktivacijo karboksilne skupine UDP-
prekurzorja preko fosforilacije z ATP in posledično tvorbo acil fosfatnega intermediata. 
Tega napade amino skupina kondenzirajoče amino kisline ali dipeptida, kar vodi v nastanek 
visoko energetskega tetraedričnega intermediata, ki z eliminacijo anorganskega fosfata in 
hkratno tvorbo peptidne oz. amidne vezi sčasoma razpade (18, 22). Ligaze MurC, D, E in F 
imajo identičnega 10-20 % primarnega zaporedja ter visoko podobno ATP vezavno mesto, 
primerjava med njimi pa je razkrila tudi šest aminokislinskih ostankov kot pogosto različico 
teh proteinov. Štirje predeli, ključni za aktivnost Mur ligaz, so med seboj homologni: del, ki 
vključuje nukleotidni pregib, krajša koncentrirana skupina kislinskih ostankov, hidrofobno 
območje in podaljšana domena v sredini proteinov, ki vsebuje različico glutaminskih ter 
histidinskih ostankov, umeščenih med kislinska ostanka znotraj hidrofobnega območja. 
Posledično so Mur ligaze označene kot skupina bližnje sorodnih proteinov, ki najverjetneje 
izvirajo iz skupnega prednika (23). Mur ligaze različnih bakterijskih sevov imajo enako 
tridimenzionalno strukturo, sestavljeno iz treh domen (Slika 5). N-terminalna domena je 
vključena v vezavo UDP-prekurzorja, centralna domena v vezavo molekule ATP, C-
terminalna domena pa v vezavo aminokislin ali dipeptidov. Topološke značilnosti centralne 
in C-terminalne domene so med vsemi Mur ligazami podobne, medtem ko N-terminalna 
domena izkazuje določene razlike, ki so skupne encimoma MurC in MurD ter na drugi strani 
encimoma MurE in MurF. Omenjene razlike se navezujejo na dolžino substratov UDP-
prekurzorjev. Ti encimi obstajajo v 'odprti' in 'zaprti' konformaciji, nastanek katere izzove 
vezava liganda (18, 22).  
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Slika 5: Tridimenzionalne strukture ligaz Mur. a) MurC s produktom UDP-MurNAc-L-Ala; b) MurD 
s produktom UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu; c) MurE s produktom UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-m-
A2pm; d) MurF v 'odprti' konformaciji brez substrata. N-terminalna domena je predstavljena z 
rumeno, centralna domena z rdečo in C-terminalna domena z zeleno barvo. Substrati so obarvani 
modro. Prirejeno po (23). 
Poleg bistvenih podobnosti imajo Mur ligaze tudi nekaj specifičnih lastnosti, ki jih 
razlikujejo druga od druge. MurC se pojavlja v monomerni in dimerni obliki, ki sta med 
seboj v ravnotežju. Dimerizacija sicer ne igra ključne vloge pri delovanju encima, saj večjo 
aktivnost kaže monomerna oblika. MurD je nujno potreben za vzdrževanje debeline 
peptidoglikanskih plasti, zanj pa je značilno tudi, da izkazuje specifičnost do aminokislin v 
D-konformaciji. MurE je edina ligaza s specifično vezavo substrata, ki se razlikuje med 
posameznimi bakterijskimi vrstami. Medtem ko pri Gramnegativnih bakterijah običajno 
skrbi za vezavo m-A2pm, pri Grampozitivnih bakterijah sodeluje pri vezavi L-Lys. MurF 
sprejema različne substrate v širšem razponu glede na ostale Mur ligaze. Ima sposobnost 
vključevanja D-aminokislin, kot je D-metionin, ki ne pripadajo skupnemu zaporedju, prav 
tako pa D-aminokisline lahko izkorišča kot dipeptidni substrat (5, 23).  
1.7. MULTIPLI ZAVIRALCI LIGAZ MUR 
Reakcijski mehanizem, ohranjeni aminokislinski ostanki v aktivnem mestu in podobna 
struktura Mur ligaz, dajejo dobro izhodišče za oblikovanje potencialnih multiplih 
inhibitorjev s sočasnim delovanjem na vse štiri Mur ligaze. Multipla inhibicija preko ene 
učinkovine bi bila, kot že omenjeno, manj dovzetna za nastanek odpornosti zaradi genetskih 
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modifikacij bakterij. Do danes je bilo odkritih in v različnih člankih podrobno opisanih že 
kar nekaj MurC-F inhibitorjev; od analogov substrata in prehodnega stanja, potencialnih 
ATP-kompetitivnih inhibitorjev ter difosfatnih mimetikov, do inhibitorjev, dobljenih s 
pomočjo rešetanja visoke zmogljivosti in načrtovanja na osnovi strukture tarče (24).  
Farmacevtska družba Wyeth je bila vključena v razvoj inhibitorjev celične stene preko 
raziskovalnih programov, katerih produkt je več kot 20 derivatov 2-fenil-5,6-dihidro-2H-
tieno[3,2-c]pirazol-3-ola (spojina a, Slika 6), ovrednotenih kot multipli inhibitorji MurB,C,D 
bakterije S. aureus. Spojinam so določili tudi protibakterijsko delovanje proti 
Grampozitivnim bakterijam, vključno z MRSA, VRE in PRSP, a so jim izmerili MIK le 128 
µg/mL (25).   
Ponovni poskus družbe Wyeth je vključeval rešetanje na Mur encime, s katerim so odkrili 
pulvinamid (spojina b, Slika 6; IC50 [MurC], 8 µg/mL), ki je bil izhodišče 180 pripravljenim 
pulvinonom. Več derivatov je pokazalo inhibicijo MurA-D z vrednostmi IC50 v obsegu 1-10 
µg/mL in najmočnejšim delovanjem predvsem na MurC. Med njimi je spojina c (Slika 6) 
dosegla zaviralno delovanje na vse MurA-D encime (IC50; 1-6 µg/mL). Večina teh derivatov 
kaže tudi protibakterijsko delovanje proti Grampozitivnim sevom (25).  
Mansour in drugi so leta 2007 pripravili ter ovrednotili 11 derivatov naftil tetronske kisline 
s potencialnim multiplim zaviralnim delovanjem na MurA-E encime, ki je bilo potrjeno z 
IC50 vrednostmi v mikromolarnem območju. Spojini d in e (Slika 6) sta dosegli najmočnejšo 
inhibicijo in hkrati najnižje vrednosti MIK (4-8 µg/mL, 1-2 µg/mL). Iz študij SAR-a so 
ugotovili ugoden vpliv C3α ter C5β substitucije. Zamenjava naftilne skupine s p-
klorofenilno omogoča doseg širokospektralnega delovanja, medtem ko spremembe na mestu 
C5 vodijo do generacije spojin s potencialnim zaviralnim delovanjem na vseh devet Mur 
encimov (5, 26).  
Leta 2009 so bili odkriti fosforilirani hidroksietilamini kot inhibitorji MurC-F, ki so z IC50 
vrednostmi v mikromolarnem območju pomenili spodbudno izhodišče za nadaljnjo 
strukturno optimizacijo. Najbolj enakomerno zaviranje vseh štirih Mur encimov je pokazala 
spojina f (Slika 6), kar potrjuje ugotovitev študij SAR-a, da je za dobro protibakterijsko 
aktivnost hidroksietilaminskih derivatov ključna prisotnost fosfatne skupine, pripete na 
hidroksilni del (5, 25).  
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Razvita je bila tudi serija benzen-1,3-dikarboksi-2,5-dimetilpirolnih derivatov na čelu z 
najaktivnejšo spojino g (Slika 6), ki deluje inhibitorno na ligaze MurC-F. Raziskovanje 
SAR-a je prispevalo k spoznanju, da je za doseganje multiple inhibicije nujno potrebna 
prisotnost p-substituiranega benzena. (5, 27).  
Kot multipli inhibitorji Mur ligaz so bil označeni še nekateri hidroksi-substituirani 5-
benzilidentiazolidin-4-oni. Za najmočnejšo med njimi se je izkazala spojina h (Slika 6) z 
enakomernim inhibitornim delovanjem proti ligazam MurD-F (IC50, 2-6 µM), vendar je, 
tako kot drugi strukturno podobni derivati, šibko zavrla rast bakterij in vitro (MIK >128 
µg/mL) (25).  
 
Slika 6: Znani multipli zaviralci Mur encimov. *RA spojine h je bila izmerjena pri koncentraciji 
inhibitorja 100 μM. Prirejeno po (5, 25, 26).   
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2. NAMEN DELA 
V okviru magistrske naloge se bomo ukvarjali s sintezo azastilbenskih derivatov in njihovo 
zaviralno aktivnostjo na ligazah Mur (MurC, MurD, MurE in MurF). V predhodnih 
raziskavah na Fakulteti za farmacijo so pri testiranju knjižnice ATP-kompetitivnih kinaznih 
inhibitorjev na MurC-F iz bakterije E. coli, kot najbolj obetaven zadetek odkrili spojino i, 
ki je zavirala vse štiri Mur ligaze v nizkem mikromolarnem območju (IC50, 32-368 μM) (22). 
Da potrdimo njeno aktivnost, bomo spojino i resintetizirali (4a), nato pa tvorili njene 
analoge (Slika 7):  
Furan s kisikom na orto mestu bomo nadomestili z različnimi heterocikli: 3-furanom, 4-
piridinom, 2-tiofenom, 3-karboksifenilom, bromom in piperazinom.  
Na mestu 5-substituiranega tetrazola bomo sintetizirali 2-oksazolin, 2-imidazolin in 2-
tiazolin. 
Reducirali bomo dvojno vez in tvorili nasičen sistem.  
 
Slika 7: Načrt sinteze. Izhodna spojina in analogi, ki jih bomo sintetizirali v okviru našega dela.   
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Sintetizirane spojine bomo ovrednotili z biokemijskim testiranjem na encimih MurC, D, E 
in F bakterije E. coli. Vsem bomo določili rezidualno aktivnost [%], spojinam z najboljšim 
zaviralnim delovanjem pa tudi IC50 [μM], ki bo osnova za primerjavo jakosti inhibicije med 
posameznimi analogi. Iz rezultatov bomo lahko sklepali o vplivu različnih substituentov na 
inhibicijo encimov MurC-F, pri čemer se bomo osredotočili na analoge, ki bodo izkazali 
močnejše delovanje kot spojina i. Vsem derivatom bomo določili tudi vrednosti MIK in 
sklepali o njihovem protibakterijskem delovanju proti sevom E. coli in S. aureus.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
Pri sintezi in izolaciji produktov smo uporabili komercialno dostopne reagente in topila 
proizvajalcev Merck, Acros, Apollo Scientific, Sigma, Fluka. Predhodno čiščenje kemikalij 
ni bilo potrebno.  
3.2. METODE 
Kromatografija 
-Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Potek kemijskih reakcij in čiščenja  produktov smo spremljali s tankoplastno kromatografijo, 
ki smo jo izvedli na ploščah Silica gel 60 F254, z nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu 
(0,20 mm), proizvajalca Merck, Nemčija. Uporabljene mobilne faze so navedene v 
Eksperimentalnem delu pri posameznih sintezah. Obarvanje smo opazovali pod UV lučjo (λ 
= 254 nm in λ = 366 nm) ter s pomočjo orositvenih reagentov (ninhidrin, fosfomolibdenska 
kislina in bromkrezol zeleno). 
-Kolonska kromatografija 
Izolacijo sintetiziranih spojin smo izvedli s »flash« kolonsko kromatografijo, pri kateri smo 
uporabili stacionarno fazo Silica gel 60, z delci velikosti 0,040 – 0,063 mm, proizvajalca 
Merck, Nemčija. Ustrezne mobilne faze za čiščenje posamezne spojine so navedene v 
Eksperimentalnem delu.  
-Reverznofazna kromatografija 
Produkt 4e smo čistili z reverzno fazno »flash« kromatografijo na sistemu Biotage Isolera 
One System s kolono Biotage SNAP Cartiridge KP-C18-HS 12g in UV-VIS detektorjem 
(220 in 254 nm). Kot eluent smo uporabili smo uporabili mešanico 0,1 % raztopino 
trifluorocetne kisline v vodi (A) in acetonitrila (B) z gradientom 10 % B do 90 %.   
-Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC analize končnih spojin smo opravili na sistemu Agilent Technologies HP 1100 z 
G1365B UV–VIS detektorjem (254 nm) in kolono Luna C18 (4,6 x 250 mm). Kot eluent 
smo uporabili mešanico 0,1 % raztopino trifluorocetne kisline v vodi (A) in acetonitrila (B) 
z gradientom 10 % B do 90 % B v 10 min ter hitrostjo pretoka 1 mL/min.  
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Spektroskopija 
-Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
1H in 13C-NMR spektre smo posneli na spektrometru Burker Avance III 400 MHz na 
Fakulteti za farmacijo, Ljubljana. Vzorce smo pripravili z raztapljanjem v devteriranih 
topilih DMSO-d6 in CDCl3, topnost pa smo povečevali tudi z dodatkom trifluorocetne 
kisline. Kot interni standard smo vzorcem dodali tetrametilsilan (TMS, 0 ppm), ki je 
omogočil kalibracijo in izražanje signalov v enotah »parts per million« (ppm). Rezultate smo 
analizirali s programom NMRnotebook 2.80, proizvajalca NMRTEC, Francija. 
-Masna spektroskopija (ESI-MS) 
Masne spektre smo posneli na masnem spektrometru z elektrosprej ionizacijo (MS-ESI) 
Advion expression CMS na Fakulteti za farmacijo, Ljubljana.  
-Infrardeča spektoskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet NEXUS 470 FTIR na Fakulteti 
za farmacijo, Ljubljana. Sistem vključuje DTGS detektor in Omnic E.S.P 5.3 programsko 
opremo proizvajalca Thermo Fisher Scientific, ZDA.  
Določanje temperatur tališč 
Za določanje temperatur tališča smo uporabili Kofflerjev mikroskop z ogrevalno mizico 
proizvajalca Leica, Nemčija.  
Poimenovanje in risanje spojin 
Za risanje kemijskih struktur smo uporabili program ChemDraw Professional 16.0 
proizvajalca PerkinElmer Inc., ZDA, s pomočjo katerega smo spojine tudi poimenovali.  
Biokemijsko testiranje 
Testiranje zaviralne aktivnosti in protibakterijske aktivnosti je opravila doc. dr. Martina 
Hrast, mag. farm. na Fakulteti za farmacijo, Ljubljana ter na Inštitutu za mikrobiologijo in 
parazitologijo, Veterinarska fakulteta, Ljubljana.  
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-Testiranje zaviralne aktivnosti 
Zaviralno delovanje sintetiziranih spojin na ligaze MurC-F, izolirane iz bakterij E. coli, je 
bilo določeno s pomočjo testa, ki temelji na interakciji med barvilom malahitno zelenim in 
anorganskim fosfatom, ki nastane pri tvorbi peptidne vezi, katero katalizirajo Mur ligaze. 
Prisotnost zaviralca je vplivala na zmanjšanje aktivnosti encima in posledično manjšo tvorbo 
fosfata v primerjavi s kontrolnim vzorcem brez dodanega zaviralca. Koncentracija fosfata je 
bila določena spektrofotometrično, z merjenjem absorbance obarvanega fosfomolbidatnega 
kompleksa pri 650 nm. Nizko izmerjena absorbanca je pomenila boljše delovanje inhibitorja, 
ki smo ga izrazili z rezidualno aktivnostjo (RA).  
Reakcijska zmes s končnim volumnom 50 μL je vsebovala 100 μM testirane spojine, 
raztopljene v dimetilsulfoksidu (DMSO), ki je bil prisoten v 5 % koncentraciji (v/v). Poleg 
tega je bilo vzorcu dodano: 
 MurC: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 120 μM 
L-Ala, 120 μM UDP-MurNAc, 450 μM ATP in očiščen MurC bakterije E. coli. 
 MurD: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 100 μM 
D-Glu, 80 μM UDP-MurNAc-L-Ala, 400 μM ATP in očiščen MurD bakterije E. coli. 
 MurE: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 15 mM MgCl2, 0.00 5% Triton X114, 60 μM 
m-A2pm, 100 μM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu, 1000 μM ATP in očiščen MurE 
bakterije E. coli. 
 MurF: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 50 mM MgCl2, 0.005 % Triton X114, 600 μM 
D-Ala-D-Ala, 100 μM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-m-A2pm, 500 μM ATP in očiščen 
MurF bakterije E. coli. 
Vrednosti IC50 so bile določene z merjenjem rezidualne aktivnosti vzorcev pri sedmih 
različnih koncentracijah testirane spojine in predstavljajo koncentracijo spojine, pri kateri je 
bila dosežena 50 % rezidualna aktivnost. 
-Testiranje protibakterijske aktivnosti  
Protibakterijsko testiranje je bilo izvedeno po metodi razredčevanja v tekočem gojišču na 
mikrotiterskih ploščah. Bakterijsko suspenzijo, ekvivalentno 0,5 McFarlandovemu 
standardu, so razredčili z Mueller-Hintonovim medijem do končne gostote 105 CFU/mL, 
dodali raztopino testiranih spojin v DMSO in inkubirali 20 ur pri 37°C. Minimalno 
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inhibitorno koncentracijo (MIK) je predstavljala najnižja redčitev, ki ni kazala motnosti. 
MIK so določili pri sevih bakterij S. aureus (ATCC 29213) in E. coli (ATCC 25922). Kot 
pozitivna kontrola je bil na vsaki  plošči uporabljen tetraciklin  z vrednostmi MIK 0,5 in 1 
mg/mL za bakteriji S. aureus in E. coli.  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ 
4.1. SINTEZA AZASTILBENSKEGA SKELETA (2) 
 
Slika 8: Sintezna shema 1. Sinteza končnih spojin 4a-f. Reakcijski pogoji: a) Bu3(vinil)Sn, LiCl, 
Pd(PPh3)4, brezvodni DMF, 90°C; b) Pd2(dba)3, P(o-tol)3, Et3N, brezvodni DMF, 95°C; c)  
Pd(PPh3)4), baza, H2O, THF, refluks; d) NaN3, NH4Cl, brezvodni DMF, 110°C.  
 
Tabela I: Substituenti na azastilbenskem skeletu. 
Oznaka spojine R1 Oznaka spojine R1 
3a  
4a   
3d  
4d   
 
3b  
4b 
 
 
 
3e  
4e  
 
3c  
4c 
 
 
4f  
 
Br 
 
 
21 
 
4.1.1. SINTEZA 5-VINILNIKOTINONITRILA (1) 
 
Raztopino Pd(PPh3)4 (300 mg, 0,26 mmol, 0,0068 ekv.) in LiCl (1,95 g, 45,9 mmol, 1,2 ekv.) 
v brezvodnem DMF (84 mL) smo prepihali z argonom in ji dodali 5-bromonikotinonitril 
(7,00 g, 38,3 mmol, 1,0 ekv.) ter Bu3(vinil)Sn (13,41 mL, 45,9 mmol, 1,2 ekv.). Reakcijsko 
zmes smo mešali čez noč pri 90°C. Ohlajeni zmesi smo dodali nasičeno raztopino KF (50 
mL) in 15 min mešali pri sobni temperaturi. Nastalo oborino smo odnučali skozi diatomejsko 
zemljo (Celite® 577 fine) in jo sprali z Et2O (210 mL). Vodno fazo smo ekstrahirali z Et2O 
(2 × 280 mL) ter združeni organski fazi sprali z vodo, posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili 
topilo pod znižanim tlakom. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (začetno 
MF = EtOAc/Hex = 1/4 smo postopoma zamenjali z MF = EtOAc/Hex = 1/3).  
5-vinilnikotinonitril (1)  
Elementna sestava:  C8H6N2 M = 130,15 g/mol 
Videz:  svetlo oranžni kristali 
Ttališče:  53,0-54,7 °C 
Rf:  0,27 (MF = EtOAc/Hex = 1/3) 
Izkoristek reakcije: 85 % (4,25 g) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3)  
δ (ppm) = 5,56 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 5,93 (d, J = 17,8 Hz, 1H), 
6,72 (dd, J1 = 17,6, J2 = 10,9 Hz, 1H), 7,98 (t, J = 1,9 Hz, 1H, 
Ar-H), 8,76 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,81 (d, J = 2,1 Hz, 1H, 
Ar-H)   
ESI-MS  izračunano za C8H6N2: 130,05 
izmerjeno (m/z): 132,00 [M+H]+ 
IR (KBr) ν (cm-1) = 3734, 3104, 3048, 2986, 2361, 2340, 2233, 1879, 
1632, 1561, 1427, 1409, 1339, 1314, 1259, 1229, 1152, 1048, 
1021, 995, 963, 938, 904, 796, 718, 700, 670, 579, 541 
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4.1.2. SINTEZA (E)-5-(4-BROMO-2,6-DIMETILSTIRIL)NIKOTINONITRILA (2)  
 
Spojino 1 (4,20 g, 32,3 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v brezvodnem DMF (50 mL) in dodali 
5-bromo-2-iodo-1,3-dimetilbenzen (13,60 g, 43,7 mmol, 1,36 ekv.), Pd2(dba)3 (750 mg, 3,65 
mmol, 0,11 ekv.), P(o-tol)3 (750 mg, 3,65 mmol, 0,11 ekv.) ter nazadnje Et3N (10,16 mL, 
72,9 mmol, 2,26 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč pri 95°C. Ohlajeni zmesi smo 
dodali EtOAc (500 mL) in jo ekstrahirali z vodo (2 × 250 mL). Združeni organski fazi smo 
sprali z 1M HCl (250 mL) in z nasičeno raztopino NaCl (250 mL), posušili z Na2SO4, 
filtrirali ter uparili topilo pod znižanim tlakom. Surovi produkt smo očistili s prekristalizacijo 
iz MeOH in izpadle kristale v sušilniku posušili do suhega.  
(E)-5-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)nikotinonitril (2)  
Elementna sestava:  C16H13BrN2 M = 313,20 g/mol 
Videz:  svetlo oranžna oborina 
Ttališče:  119,2-121,3 °C 
Rf:  0,43 (MF = EtOAc/Hex = 1/2  
Izkoristek reakcije: 53 % (5,31 g)  
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,34 (s, 6H), 6,59 (d, J = 16,6 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 
16,6 Hz, 1H), 7,26 (s, 2H, 2 × Ar-H), 8,07 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 8,78 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,88 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-
H) 
ESI-MS izračunano za C16H13BrN2: 312,03 
izmerjeno (m/z): 310,95 [M-H]- 
IR (KBr) ν (cm-1) = 3734, 2966, 2361, 2340, 2235, 1808, 1636, 1572, 
1461, 1411, 1377, 1340, 1307, 1245, 1217, 1196, 1143, 1123, 
1092, 1024, 1000, 982, 970, 904, 868, 849, 840, 792, 712, 568, 
547 
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4.2.  SPLOŠNI POSTOPEK PRIPAJANJA HETEROCIKLIČNIH 
BORONSKIH KISLIN (3a-e, 6) 
Raztopini spojine 2 (1,0 ekv.) v THF (8 mL) smo dodali vodo (4 mL), ustrezno boronsko 
kislino (glej Tabela I), K2CO3 ali 2M Na2CO3 in Pd(PPh3)4 ter mešali čez noč pri temperaturi 
refluksa (75°C). Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo, dodali EtOAc (50 mL) 
in organsko fazo sprali z vodo (2 × 50 mL). Združeni organski fazi smo sprali z nasičeno 
raztopino NaCl (50 mL), posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Surovi produkt smo očistili po postopku, ki je naveden pri posamezni spojini.   
4.2.1. SINTEZA (E)-5-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-DIMETILSTIRIL)NIKOTINONITRILA 
(3a)  
 
Za sintezo spojine 3a smo uporabili spojino 2 (300 mg, 0,96 mmol, 1,0 ekv.), furan-2-
ilboronsko kislino (214 mg, 1,91 mmol, 2,0 ekv.), K2CO3 (396 mg, 2,87 mmol, 3,0 ekv.) in 
Pd(PPh3)4 (50 mg, 0,043 mmol, 0,045 ekv.). Po ekstrakciji smo združeni organski fazi sprali 
tudi z nasičeno raztopino NaHCO3. Surovi produkt smo sušili z vakuumsko črpalko, očistili 
s prekristalizacijo iz MeOH in izpadle kristale v sušilniku posušili do suhega.  
(E)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinonitril (3a) 
Elementna sestava:  C20H16N2O M = 300,36 g/mol 
Videz:  oranžni kristali 
Ttališče: 122,4-124,1 °C 
Rf:  0,32 (MF = EtOAc/Hex = 1/2) 
Izkoristek reakcije: 58 % (166 mg) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,41 (s, 6H), 6,48 (dd, J1 = 3,3, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-
H), 6,62 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 6,67 (d, J = 3,3 Hz, 1H, Ar-H), 
7,28 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,41 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,47 (d, J = 1,2 
Hz, 1H, Ar-H), 8,06 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,76 (d, J = 1,9 
Hz, 1H, Ar-H), 8,88 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H) 
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13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21,35; 105,41; 110,15; 111,79; 116,64; 123,56; 
127,99; 129,96; 131,80; 133,58; 134,30; 135,48; 136,78; 142,24; 
150,52; 151,14; 153,60 
ESI-MS izračunano za C20H16N2O: 300,13 
izmerjeno (m/z): 341,7 [M+CH3CN+H]
+ 
IR (KBr) ν (cm-1) = 3734, 3148, 2951, 2361, 2340, 2233, 1808, 1732, 
1604, 1585, 1560, 1497, 1472, 1443, 1418, 1372, 1341, 1308, 
1212, 1157, 1142, 1087, 1015, 979, 967, 932, 902, 883, 874, 859, 
840, 811, 747, 710, 695, 594, 546, 514 
HPLC tR = 5,920 min (88,86 % pri 254 nm) 
4.2.2. SINTEZA (E)-5-(4-(FURAN-3-IL)-2,6-DIMETILSTIRIL)NIKOTINONITRILA 
(3b)  
 
Za sintezo spojine 3b smo uporabili spojino 2 (300 mg, 0,96 mmol, 1,0 ekv.), furan-3-
ilboronsko kislino (214 mg, 1,91 mmol, 2,0 ekv.), K2CO3 (396 mg, 2,87 mmol, 3,0 ekv.) in 
Pd(PPh3)4 (50 mg, 0,043 mmol, 0,045 ekv.). Po ekstrakciji smo združeni organski fazi sprali 
tudi z nasičeno raztopino NaHCO3. Surovi produkt smo očistili s prekristalizacijo iz MeOH 
in izpadle kristale v sušilniku posušili do suhega.  
(E)-5-(4-(furan-3-il)-2,6-dimetilstiril)nikotinonitril (3b) 
Elementna sestava:  C20H16N2O M = 300,36 g/mol 
Videz:  oranžna oborina 
Ttališče:  94,6-96,8 °C 
Rf:  0,29 (MF = EtOAc/Hex = 1/2) 
Izkoristek reakcije: 43 % (122 mg) 
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1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,41 (s, 6H), 6,62 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 6,71 (dd, J1 = 
1,7, J2 = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,23 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,29 (d, J = 
16,7 Hz, 1H), 7,48 (t, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,75 (t, J = 1,1 Hz, 
1H, Ar-H), 8,07 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,76 (d, J = 1,9 Hz, 
1H, Ar-H), 8,88 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H)     
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21,28; 108,77; 110,18; 116,59; 125,72; 125,95; 
127,94; 131,71; 131,94; 133,65; 133,99; 135,57; 136,85; 138,71; 
143,75; 150,44; 151,07 
ESI-MS izračunano za C20H16N2O: 300,13 
izmerjeno (m/z): 300,74 [M+H]+ 
IR (KBr) ν (cm-1) =2918, 2361, 2340, 2236, 1752, 1636, 1586, 1561, 1509, 
1479, 1423, 1380, 1306, 1218, 1156, 1115, 1068, 1022, 971, 900, 
871, 789, 726, 695, 648, 621, 597, 546 
 
4.2.3. SINTEZA (E)-5-(2,6-DIMETIL-4-(PIRIDIN-4-IL)STIRIL)NIKOTINONITRILA 
(3c)  
 
Za sintezo spojine 3c smo uporabili spojino 2 (162 mg, 0,52 mmol, 1,0 ekv.), piridin-4-
ilboronsko kislino (95 mg, 0,62 mmol, 1,2 ekv.), K2CO3 (214 mg, 1,54 mmol, 3,0 ekv.), 
Pd(PPh3)4 (50 mg, 0,043 mmol, 0,083 ekv.), THF (6 mL) in vodo (3 mL). Reakcijsko zmes 
smo mešali dva dni pri 75°C. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (začetno 
MF = EtOAc/Hex = 1/1 smo postopoma zamenjali z MF = EtOAc/Hex = 1/2).  
(E)-5-(2,6-dimetil-4-(piridin-4-il)stiril)nikotinonitril (3c) 
Elementna sestava:  C21H17N3 M = 311,39 g/mol 
Videz:  svetlo rumeni kristali  
Ttališče:  116,9-122,1 °C 
Rf:  0,06 (MF = EtOAc/Hex = 1/1) 
Izkoristek reakcije:  57 % (92 mg) 
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1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,47 (s, 6H), 6,67 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 
16,7 Hz, 1H), 7,39 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,52 (dd, J1 = 4,5, J2 = 1,6 
Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8,10 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,66 (dd, J1 = 
4,5, J2 = 1,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8,79 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 
8,91 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 20,27; 109,09; 115,51; 120,39; 125,69; 127,65; 
130,36; 130,96; 132,22; 134,57; 135,17; 136,12; 146,63; 149,19; 
149,65; 150,12  
ESI-MS izračunano za C21H17N3: 311,14  
izmerjeno (m/z): 311,8 [M+H]+ 
IR (KBr) ν (cm-1) = 3031, 2963, 2361, 2340, 2231, 1596, 1560, 1538, 
1473, 1439, 1421, 1398, 1325, 1260, 1215, 1190, 1147, 1119, 
1069, 1024, 968, 913, 876, 818, 758, 720, 701, 652, 622, 610, 
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4.2.4. POSKUS SINTEZE (E)-5-(2,6-DIMETIL-4-(TIOFEN-2-IL)STIRIL) 
NIKOTINONITRILA (3d)  
 
a) Za sintezo spojine 3d smo uporabili spojino 2 (300 mg, 0,96 mmol, 1,0 ekv.), tiofen-2-
ilboronsko kislino (245 mg, 1,91 mmol, 2,0 ekv.), 2M Na2CO3 (1,00 mL, 2,00 mmol, 2,1 
ekv.) in Pd(PPh3)4 (110 mg, 0,096 mmol, 0,10 ekv.). THF in vodo smo nadomestili z 
brezvodnim DMF (5-10 mL). Pred dodatkom katalizatorja smo reakcijsko  zmes prepihali 
z argonom. Mešali smo jo čez noč pri 120°C. S TLC (MF = EtOAc/Hex = 1/2) smo 
ugotovili, da je prisotne še veliko izhodne spojine in nadaljevali z mešanjem čez vikend 
pri sobni temperaturi. Ker smo s TLC (MF = EtOAc/Hex = 1/2) ponovno dokazali 
prisotnost izhodne spojine, smo reakcijski zmesi dodali konico spatule tiofen-2-
ilboronske kisline in Pd(PPh3)4 ter mešali čez noč pri 120°C. Po ekstrakciji smo združeni 
organski fazi sprali tudi z nasičeno raztopino NaHCO3. Surovi produkt smo čistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2) ter izolirali frakcije F2-F8 in F12-
F31. Glede na analizo 1H-NMR spektrov smo dopustili možnost, da je želen produkt 
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prisoten v frakcijah F2-F8, a nam ga ni uspelo očistiti. Njegovo prisotnost smo potrdili 
tudi z ESI-MS. Zaradi majhne količine frakcij F2-F8, smo v nadaljnji sintezni stopnji 
uporabili vse izolirane frakcije (82 mg).  
b) Za sintezo spojine 3d smo uporabili spojino 2 (207 mg, 0,66 mmol, 1,0 ekv.), tiofen-2-
ilboronsko kislino (101 mg, 0,79 mmol, 1,2 ekv.), K2CO3 (483 mg, 3,49 mmol, 5,3 ekv.) 
in Pd(PPh3)4 (40 mg, 0,035 mmol, 0,053 ekv.). Surovi produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/3). Z analizo 1H-NMR spektrov smo ugotovili, da 
smo izolirali čisto izhodno spojino. Reakcija ni potekla.  
(E)-5-(2,6-dimetil-4-(tiofen-2-il)stiril)nikotinonitril (3d)  
Elementna sestava:  C20H16N2S M = 316,42 g/mol 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,42 (s, 6H), 6,91 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 6,97 (dd, J1 = 
1,7 Hz, J2 = 0,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,66 (d, 
J = 16,7 Hz, 1H), 7,73 (t, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 8,19 (s, 1H, Ar-
H), 9,02 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 9,10 (s, 1H, Ar-H), 9,23 (d, J 
= 1,9 Hz, 1H, Ar-H) 
ESI-MS izračunano za C20H16N2S: 316,10 
izmerjeno (m/z): 399,6 [M+2CH3CN+H]
+ 
 
4.2.5. SINTEZA (E)-4'-(2-(5-CIANOPIRIDIN-3-IL)VINIL)-3',5'-DIMETIL-[1,1'-
BIFENIL]-3-KARBOKSILNE KISLINE (3e)  
 
a) Za sintezo spojine 3e smo uporabili spojino 2 (300 mg, 0,96 mmol, 1,0 ekv.), 3-
karboksifenilboronsko kislino (206 mg, 1,24 mmol, 1,3 ekv.), 2M Na2CO3 (4,80 mL, 9,56 
mmol, 10,0 ekv.) in Pd(PPh3)4 (55 mg, 0,048 mmol, 0,050 ekv.). Reakcijsko zmes smo 
prepihali z argonom in mešali čez noč pri 75°C v argonovi atmosferi. S TLC (MF = 
DKM/MeOH = 9/1) smo ugotovili prisotnost izhodne spojine, zato smo ponovno dodali 
katalizator in reakcijo pod istimi pogoji mešali še 24 ur. Po ekstrakciji smo s TLC (MF = 
DKM/MeOH = 9/1) v alkalni vodni fazi dokazali prisotnost produkta v obliki soli. Zato 
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smo jo nevtralizirali z 1M HCl do pH vrednosti 7, jo dvakrat sprali z EtOAc, združili vse 
organske faze in nadaljevali po splošnem postopku. Surovi produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 9/1). Z analizo 1H-NMR spektrov smo 
predvideli, da produkt ni tako čist, kot bi želeli, toda zadosti, da smo ga uporabili v 
nadaljnji sintezni stopnji.  
b) Poskus sinteze (E)-4'-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-3-
karboksilne kisline:  
Za sintezo spojine 3e smo uporabili spojino 2 (300 mg, 0,96 mmol, 1,0 ekv.), 3-
karboksifenilboronsko kislino (317 mg, 1,91 mmol, 2,0 ekv.), K2CO3 (396 mg, 2,87 
mmol, 3,0 ekv.) in Pd(PPh3)4 (50 mg, 0,043 mmol, 0,045 ekv.). Reakcija je potekala pri 
temperaturi 60°C. S TLC (MF = DKM/MeOH = 9/1) smo ugotovili, da je v reakcijski 
zmesi prisotna predvsem izhodna spojina. Reakcija ni potekla.  
(E)-4'-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna kislina (3e)  
Elementna sestava:  C23H18N2O2 M = 354,41 g/mol 
Videz:  svetlo rumena oborina 
Ttališče:  218,9-223,4 °C 
Rf:  0,47 (MF = DKM/MeOH) = 9/1 
Izkoristek reakcije: 27 % (93 mg) 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,45 (s, 6H), 6,86 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 7,47 (s, 2H, 2 
× Ar-H), 7,60 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 7,60 (s, 1H, Ar-H), 7,95 (dt, 
J1 = 7,8, J2 = 1,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8,22 (t, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-
H), 8,71 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,92 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 9,08 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 13,14 (bs, 1H) 
ESI-MS izračunano za C23H18N2O2: 354,14 
izmerjeno (m/z): 352,8 [M-H]- 
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4.3. SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE TETRAZOLA (4a-f, 7, 9, 15) 
Ustrezen nitril (2-3e) (1,0 ekv.), amonijev klorid (2,5 ekv.) in natrijev azid (2,5 ekv.) smo 
raztopili v brezvodnem DMF ter mešali čez noč pri 110°C. Reakcijsko zmes smo ohladili na 
sobno temperaturo in uparili topilo pod znižanim tlakom. Surovi produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1). Mobilno fazo smo uparili pod 
znižanim tlakom in zaostanek raztopili v majhni količini MeOH. Dodali smo 2M HCl v Et2O 
(0,5-1,0 mL), da je nastala oborina in nato še malo Et2O, ki je povečal volumen suspenzije 
ter povzročil dodatno obarjanje. Oborino smo odnučali, jo dvakrat sprali z Et2O in v 
sušilniku posušili do suhega. 
4.3.1. SINTEZA (E)-3-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-DIMETILSTIRIL)-5-(1H-TETRAZOL-5-
IL)PIRIDINA (4a) 
 
Za sintezo spojine 4a smo uporabili spojino 3a (127 mg, 0,42 mmol, 1,0 ekv.), amonijev 
klorid (57 mg, 1,06 mmol, 2,5 ekv.) in natrijev azid (69 mg, 1,06 mmol, 2,5 ekv.). Reakcijsko 
zmes smo mešali dva dni pri 110°C. Zaostanek po uparevanju brezvodnega DMF smo 
raztopili v vodi (5 mL) in izpadlo oborino odnučali ter posušili z vakuumsko črpalko. Nato 
smo čiščenje nadaljevali s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1).  
(E)-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin (4a) 
Elementna sestava:  C20H17N5O M = 343,39 g/mol 
Videz:  temno rumena oborina 
Ttališče:  214,7-217,8 °C 
Rf:  0,15 (MF = DKM/MeOH = 4/1) 
Izkoristek reakcije: 74 % (119 mg)  
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1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,45 (s, 6H), 6,61 (dd, J1 = 3,3, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-
H), 6,97 (d, J = 3,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,97 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 
7,48 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,71 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 7,76 (d, J = 1,2 
Hz, 1H, Ar-H), 9,09 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 9,18 (s, 1H, Ar-
H), 9,27 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 19,79; 20,81; 105,96; 112,17; 121,56; 122,87; 128,46; 
128,91; 130,55; 132,19; 134,14; 134,52; 136,85; 142,73; 144,45; 
148,27; 152,64; 153,92 
ESI-MS izračunano za C20H17N5O: 343,14 
izmerjeno (m/z): 341,8 [M-H]- 
IR (KBr) ν (cm-1) = 2964, 2585, 2362, 2341, 2068, 1732, 1638, 1603, 
1574, 1516, 1477, 1437, 1381, 1307, 1262, 1208, 1154, 1115, 
1088, 1035, 1016, 974, 938, 872, 799, 757, 740, 691, 675, 616, 
594, 512 
HPLC tR = 4,860 min (72,96 % pri 254 nm) 
4.3.2. SINTEZA (E)-3-(4-(FURAN-3-IL)-2,6-DIMETILSTIRIL)-5-(1H-TETRAZOL-5-
IL)PIRIDINA (4b)  
 
a) Za sintezo spojine 4b smo uporabili spojino 3b (39 mg, 0,13 mmol, 1,0 ekv.), amonijev 
klorid (17 mg, 0,32 mmol, 2,5 ekv.) in natrijev azid (21 mg, 0,32 mmol, 2,5 ekv.). 
Zaostanek po uparevanju brezvodnega DMF smo sušili z vakuumsko črpalko in nato 
raztopili v vodi (5mL), a pričakovana oborina ni nastala. Zato smo vodo uparili pod 
znižanim tlakom in čiščenje nadaljevali s kolonsko kromatografijo. (MF = DKM/MeOH 
= 4/1).  
b) Poskus sinteze (E)-3-(4-(furan-3-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina:  
Za sintezo spojine 4b smo uporabili spojino 3b (85 mg, 0,28 mmol, 1,0 ekv.), amonijev 
klorid (38 mg, 0,71 mmol, 2,5 ekv.) in natrijev azid (46 mg, 0,71 mmol, 2,5 ekv.). 
Ohlajeni zmesi smo dodali 1M HCl in odnučali nastalo oborino, ki smo jo v sušilniku 
posušili do suhega. Surovi produkt smo očistili s prekristalizacijo iz MeOH. Izpadle 
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kristale smo odnučali, sprali z Et2O in v sušilniku posušili do suhega. Glede na posnete 
1H-NMR spektre, izolirana spojina ni bila čista. Zaradi malo produkta smo združili obe 
matičnici, uparili topilo pod znižanim tlakom in zaostanek očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1). Z analizo 1H-NMR spektrov smo ugotovili, 
da je prisotnega preveč topila, da bi zaznali željen produkt. Odločili smo se za ponovno 
sintezo. 
(E)-3-(4-(furan-3-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin (4b)  
Elementna sestava:  C20H17N5O M = 343,39 g/mol 
Videz:  temno rumena oborina 
Ttališče:  175,0-178,8 °C 
Rf:  0,10 (MF = DKM/MeOH = 4/1) 
Izkoristek reakcije: 61 % (30 mg)  
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,43 (s, 6H), 6,93 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 
0,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,39 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,63 (d, J = 16,9 Hz, 
1H), 7,75 (s, 1H, Ar-H), 8,20 (s, 1H, Ar-H), 8,93 (s, 1H, Ar-H), 
9,06 (s, 1H, Ar-H), 9,20 (s, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 20,49; 108,40; 121,14; 125,08; 125,46, 128,58; 
130,57; 131,67; 134,10; 135,67; 136,51; 139,02; 143,95; 145,06; 
148,82; 151,02; 153,84 
ESI-MS izračunano za C20H17N5O: 343,14 
izmerjeno (m/z): 341,8 [M-H]- 
IR (KBr) ν (cm-1) = 2593, 2361, 2340, 2079, 1713, 1647, 1607, 1537, 
1436, 1384, 1349, 1306, 1261, 1229, 1157, 1069, 1022, 976, 873, 
794, 760, 743, 675, 599, 536 
HPLC tR = 4,687 min (35,57 % pri 254 nm) 
 
4.3.3. SINTEZA (E)-3-(2,6-DIMETIL-4-(PIRIDIN-4-IL)STIRIL)-5-(1H-TETRAZOL-5-
IL)PIRIDINA (4c)  
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Za sintezo spojine 4c smo uporabili spojino 3c (88 mg, 0,28 mmol, 1,0 ekv.), amonijev klorid 
(38 mg, 0,71 mmol, 2,5 ekv.) in natrijev azid (46 mg, 0,71 mmol, 2,5 ekv.).  
(E)-3-(2,6-dimetil-4-piridin-4-il)stiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin (4c) 
Elementna sestava:  C21H18N6 M = 354,42 g/mol 
Videz:  svetlo rumena oborina 
Ttališče:  222,7-225,0 °C 
Rf:  0,15 (MF = DKM/MeOH = 4/1) 
Izkoristek reakcije: 49 % (59 mg)  
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,01 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,67 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 
7,85 (s, 2H, 2 × Ar-H), 8,42 (d, J = 6,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8,91 
(s, 1H, Ar-H), 8,95 (d, J = 6,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 9,04 (d, J = 
1,9 Hz, 1H, Ar-H), 9,19 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6 
+ TFA) 
δ (ppm) = 20,57; 110,60; 113,41; 116,27; 119,12; 123,58; 
128,67; 132,07; 132,68; 135,85; 136,83; 137,69; 139,09; 140,53; 
141,54; 143,70 
ESI-MS izračunano za C21H18N6: 354,16 
izmerjeno (m/z): 353,06 [M-H]- 
IR (KBr) ν (cm-1) = 2993, 2619, 2341, 1848, 1630, 1604, 1569, 1509, 
1474, 1433, 1376, 1323, 1258, 1201, 1104, 1033, 1014, 979, 936, 
870, 847, 807, 759, 692, 677, 652, 610, 583 
HPLC tR = 2,867 min (98,29 % pri 254 nm) 
4.3.4. POSKUS SINTEZE (E)-3-(2,6-DIMETIL-4-(TIOFEN-2-IL)STIRIL)-5-(1H-
TETRAZOL-5-IL)PIRIDINA (4d)  
Za sintezo spojine 4d smo uporabili spojino 3d (82 mg, 0,26 mmol, 1,0 ekv.), amonijev 
klorid (35 mg, 0,65 mmol, 2,5 ekv.) in natrijev azid (42 mg, 0,65 mmol, 2,5 ekv.). Po enem 
dnevu smo s TLC (MF = DKM/MeOH = 4/1) ugotovili, da je prisotne še veliko izhodne 
spojine, zato smo nadaljevali z mešanjem čez vikend pri 110°C. Po pretvorbi produkta v sol 
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s kloridom nam v izoliranih frakcijah F19-F25 (10 mg) in F26-F44 (16 mg) z analizo 1H-
NMR spektrov ni uspelo dokazati identitete željene spojine. 
4.3.5. SINTEZA (E)-4'-(2-(5-(1H-TETRAZOL-5-IL)PIRIDIN-3-IL)VINIL)-3',5'-
DIMETIL-[1,1'-BIFENIL]-3-KARBOKSILNE KISLINE (4e) BREZ ZAŠČITE 
KARBOKSILNE SKUPINE  
 
Za sintezo spojine 4e smo uporabili spojino 3e (72 mg, 0,20 mmol, 1,0 ekv.), amonijev klorid 
(27 mg, 0,51 mmol, 2,5 ekv.) in natrijev azid (33 mg, 0,51 mmol, 2,5 ekv.). Po enem dnevu 
smo s TLC (MF = DKM/MeOH = 4/1) in ESI-MS potrdili nastajanje produkta ter ugotovili 
prisotnost izhodne spojine v reakcijski zmesi, zato smo ponovno dodali amonijev klorid (18 
mg, 0,35 mmol, 1,7 ekv.) in natrijev azid (22 mg, 0,35 mmol, 1,7 ekv.) ter mešali čez noč 
pri 110°C. Produkt se zaradi svoje velike polarnosti pri čiščenju s kolonsko kromatografijo 
(MF = DKM/MeOH = 4/1) ni izločil. Vsebino kolone smo prenesli v čašo in raztopili v 
MeOH. Silikagel smo odfiltrirali, ga večkrat sprali z MeOH in MeOH uparili pod znižanim 
tlakom. Zaostanek smo posušili z vakuumsko črpalko in ga poskusili očistiti z reverzno-
fazno kolonsko kromatografijo na sistemu Biotage Isolera One System. Mobilno fazo smo 
uparili pod znižanim tlakom, zaostanek posušili z vakuumsko črpalko in nadaljevali po 
splošnem postopku s pretvorbo produkta v sol s kloridom. Rezultati 1H-NMR sprva niso bili 
zadovoljivi, a smo skupaj z ESI-MS in  HPLC potrdili njegovo identiteto. Zaradi nezadostne 
količine produkta za nadaljnje analize in testiranja smo se odločili za ponovno sintezo. 
 (E)-4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna 
kislina (4e) 
Elementna sestava:  C23H19N5O2 M = 397,44 g/mol 
Videz:  svetlo rumena oborina 
Ttališče:  239,9-242,8 °C 
Rf:  0,32 (MF = EtOAC/MeOH/voda = 4/1/1) 
Izkoristek reakcije: 12 % (11 mg) 
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1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,49 (s, 6H), 6,98 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,49 (s, 2H, 2 
× Ar-H), 7,61 (t, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,70 (d, J = 16,7 Hz, 
1H), 7,95 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8,22 (s, 1H, Ar-H), 9,01 
(s, 1H, Ar-H), 9,10 (s, 1H, Ar-H), 9,23 (s, 1H, Ar-H) 
ESI-MS izračunano za C23H19N5O2: 397,15 
izmerjeno (m/z): 395,8 [M-H]- 
HPLC tR = 4,353 min (79,71 % pri 254 nm) 
4.3.6. SINTEZA (E)-3-(4-BROMO-2,6-DIMETILSTIRIL)-5-(1H-TETRAZOL-5-
IL)PIRIDINA (4f)  
 
Za sintezo spojine 4f smo uporabili spojino 2 (100 mg, 0,32 mmol, 1,0 ekv.), amonijev klorid 
(43 mg, 0,80 mmol, 2,5 ekv.) in natrijev azid (52 mg, 0,80 mmol, 2,5 ekv.). 
(E)-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin (4f) 
Elementna sestava:  C16H14BrN5 M = 356,23 g/mol 
Videz:  svetlo rumena oborina 
Ttališče:  240,8-243,8 °C 
Rf:  0,13 (MF = DKM/MeOH = 4/1) 
Izkoristek reakcije: 100 % (125 mg)  
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,38 (s, 6H), 6,95 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 7,35 (s, 2H, 2 
× Ar-H), 7,65 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 9,10 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 9,22 (s, 1H, Ar-H), 9,30 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H)   
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 20,49; 120,13; 121,88; 129,13; 130,32; 130,36; 
133,30; 134,19; 135,07; 138,70; 144,12; 147,67 
ESI-MS izračunano za C16H14BrN5: 355,04 
izmerjeno (m/z): 353,95 [M-H]- 
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IR (KBr) ν (cm-1) = 2550, 1638, 1574, 1507, 1468, 1430, 1322, 1269, 
1225, 1169, 1033, 983, 879, 854, 785, 758, 678, 613, 587, 557, 
515 
HPLC tR = 4,763 min (91,03 % pri 254 nm) 
4.4. SINTEZA (E)-4'-(2-(5-(1H-TETRAZOL-5-IL)PIRIDIN-3-
IL)VINIL)-3',5'-DIMETIL-[1,1'-BIFENIL]-3-KARBOKSILNE 
KISLINE (4e) Z ZAŠČITO KARBOKSILNE SKUPINE  
 
Slika 9: Sintezna shema 2. Sinteza končnih spojin 7 in 4e. Reakcijski pogoji: a) MeOH, koncentrirana 
H2SO4, 75°C; b) Pd(PPh3)4, 2M Na2CO3, H2O, THF, 75°C; c) NaN3, NH4Cl, brezvodni DMF, 100°C; 
d) NaOH, dioksan, H2O, s.t. 
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4.4.1. SINTEZA (3-(METOKSIKARBONIL)FENIL)BORONSKE KISLINE (5)  
 
Raztopini 3-karboksifenilboronske kisline (963 mg, 5,80 mmol) v MeOH (23 mL) smo po 
kapljicah dodali koncentrirano H2SO4 (1 mL), segreli do temperature refluksa (75°C) in 
mešali čez noč.  Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Zaostanek smo raztopili v EtOAc (60 mL), sprali z nasičeno raztopino 
Na2CO3 (60 mL), sušili z Na2SO4 in filtrirali. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom ter 
produkt do suhega posušili z vakuumsko črpalko. Izolirali smo 722 mg produkta (69 % 
izkoristek).  
 
4.4.2. SINTEZA METIL (E)-4'-(2-(5-CIANOPIRIDIN-3-IL)VINIL)-3',5'-DIMETIL-
[1,1'-BIFENIL]-3-KARBOKSILATA (6)  
 
Sintezo spojine 6 smo izvedli po splošnem postopku pripajanja heterocikličnih boronskih 
kislin in pri tem uporabili spojino 2 (500 mg, 1,60 mmol, 1,0 ekv.), spojino 5 (374 mg, 2,08 
mmol, 1,3 ekv.) 2M Na2CO3 (8,00 mL, 16,0 mmol, 10,0 ekv.) in Pd(PPh3)4 (82 mg, 0,071 
mmol, 0,045 ekv.). Reakcijsko zmes smo prepihali z argonom in mešali čez vikend pri 75°C 
v argonovi atmosferi. Pred dodatkom EtOAc (50 mL) smo zmes raztapljali s pomočjo 
ultrazvočne kadičke, nato pa organsko fazo ekstrahirali z vodo (1 × 50 mL). Alkalno vodno 
fazo smo nakisali z 1M HCl do pH vrednosti 4, jo sprali z EtOAc (2 × 50 mL), združili vse 
organske faze in nadaljevali po splošnem postopku. Surovi produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = Ea/Hex = 1/2).  
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Metil (E)-4'-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-3-karboksilat (6) 
Elementna sestava:  C24H20N2O2 M = 368,44 g/mol 
Videz:  svetlo rumeni kristali 
Ttališče:  149,0-154,7 °C 
Rf:  0,31 (MF = Ea/Hex = 1/2)  
Izkoristek reakcije: 63 % (372 mg) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,46 (s, 6H), 3,97 (s, 3H), 6,67 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 
7,33 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,37 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,52 (t, J = 7,8 
Hz, 1H, Ar-H), 7,80 (dt, J1 = 7,8, J2 = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 8,02 
(dt, J1 = 7,8, J2 = 1,3 Hz, 1H, Ar-H), 8,10 (t, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-
H), 8,29 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,78 (s, 1H, Ar-H), 8,91 (s, 
1H, Ar-H) 
ESI-MS izračunano za C24H20N2O2: 368,15 
izmerjeno (m/z): 431,6 [M+CH3CN+Na]
+ 
IR (KBr) ν (cm-1) = 3043, 2950, 2916, 2361, 2340, 2233, 1711, 1635, 
1603, 1583, 1560, 1475, 1433, 1416, 1379, 1326, 1280, 1260, 
1221, 1187, 1146, 1114, 1023, 1002, 979, 965, 915, 898, 875, 
825, 759, 718, 693, 645, 560 
4.4.3. SINTEZA METIL (E)-4'-(2-(5-(1H-TETRAZOL-5-IL)PIRIDIN-3-IL)VINIL)-3',5'-
DIMETIL-[1,1'-BIFENIL]-3-KARBOKSILATA (7)  
 
Sintezo spojine 7 smo izvedli po splošnem postopku sinteze tetrazola in pri tem uporabili 
spojino 6 (332 mg, 0,90 mmol, 1,0 ekv.), amonijev klorid (121 mg, 2,25 mmol, 2,5 ekv.) in 
natrijev azid (146 mg, 2,25 mmol, 2,5 ekv.). Reakcija je potekala pri temperaturi 100°C. Po 
enem dnevu smo s TLC (MF = DKM/MeOH = 4/1) ugotovili prisotnost izhodne spojine v 
reakcijski zmesi, zato smo ponovno dodali amonijev klorid (48 mg, 0,90 mmol, 1,0 ekv.) in 
natrijev azid (59 mg, 0,90 mmol, 1,0 ekv.) ter mešali čez noč pri 110°C. Surovi produkt smo 
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očistili tako, da smo zaostanek po uparevanju brezvodnega DMF raztopili v vodi (5 mL), 
izpadlo oborino odnučali ter v sušilniku posušili do suhega (322 mg). Z analizo 1H-NMR 
spektrov smo potrdili zadovoljivo čistost in del produkta uporabili v nadaljnji sintezni 
stopnji, 100 mg pa po splošnem postopku pretvorili v sol s kloridom.  
Metil (E)-4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-3-
karboksilat (7) 
Elementna sestava:  C24H21N5O2 M = 411,47 g/mol 
Videz:  svetlo rumena oborina 
Ttališče:  228,0-230,4 °C 
Rf:  0,13 (MF = DKM/MeOH = 4/1) 
Izkoristek reakcije: 65 % (82 mg)  
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,48 (s, 6H), 3,91 (s, 3H), 6,92 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 
7,48 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,56 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 7,63 (t, J = 7,8 
Hz, 1H, Ar-H), 7,98 (ddt, J1 = 13,1, J2 = 7,8, J3 = 1,5 Hz, 2H, 2 
× Ar-H), 8,22 (t, J = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,66 (t, J = 2,0 Hz, 1H, 
Ar-H), 8,95 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 9,10 (d, J = 2,1 Hz, 1H, 
Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 20,99; 52,28; 121,89; 126,35; 126,91; 128,07; 128,84; 
129,47; 130,27; 130,86; 131,41; 133,01; 133,11; 134,30; 135,40; 
136,97; 137,64; 140,26; 144,27; 147,88; 166,17 
ESI-MS izračunano za C24H21N5O2: 411,17 
izmerjeno (m/z): 410,2 [M-H]- 
IR (KBr) ν (cm-1) = 2954, 2361, 2065, 1915, 1714, 1643, 1605, 1577, 
1515, 1478, 1424, 1384, 1323, 1277, 1258, 1223, 1177, 1114, 
1035, 1017, 970, 875, 832, 758, 726, 701, 674, 647, 611, 583, 
509 
HPLC tR = 5,240 min (83,15 % pri 254 nm) 
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4.4.4. SINTEZA (E)-4'-(2-(5-(1H-TETRAZOL-5-IL)PIRIDIN-3-IL)VINIL)-3',5'-
DIMETIL-[1,1'-BIFENIL]-3-KARBOKSILNE KISLINE (4e)  
Spojino 7 (150 mg, 0,36 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v zmesi topil dioksan/voda (1/1, 4 
mL), dodali NaOH (73 mg, 1,82 mmol, 5,0 ekv.) in mešali čez vikend pri sobni temperaturi. 
Reakcijsko zmes smo ohladili in nakisali z dodatkom koncentrirane HCl. Surovi produkt 
smo najprej čistili z reverzno-fazno kolonsko kromatografijo na sistemu Biotage Isolera One 
System, vendar je produkt ostal na koloni. Uspešno smo ga očistili z normalno-fazno 
kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/MeOH/voda = 4/1/1 + 0,3 % ocetne kisline). 
Mobilno fazo smo uparili pod znižanim tlakom ter zaostanek posušili najprej z vakuumsko 
črpalko in nato dokončno v eksikatorju (212 mg). Raztopini zaostanka v MeOH smo dodali 
2M HCl v Et2O (0,5-1,0 mL), da je nastala oborina in nato še malo Et2O, ki je povečal 
volumen suspenzije ter povzročil dodatno obarjanje. Oborino smo odnučali, jo dvakrat sprali 
z Et2O in v sušilniku posušili do suhega.  
(E)-4'-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3',5'-dimetil-[1,1'-bifenil]-3-karboksilna 
kislina (4e) 
Elementna sestava:  C23H19N5O2 M = 397,44 g/mol 
Videz:  svetlo rumena oborina 
Ttališče:  > 300 °C 
Rf:  0,42 (MF = EtOAc/MeOH/voda = 4/1/1 + 0,3 % ocetne kisline)  
Izkoristek reakcije: 88 % (140 mg)  
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 2,49 (s, 6H), 6,94 (d, J = 16,6 Hz, 1H), 7,48 (s, 2H, 2 
× Ar-H), 7,56-7,64 (m, 1H, Ar-H), 7,69 (d, J = 16,6 Hz, 1H), 
7,95 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8,22 (s, 1H, Ar-H), 9,01 (s, 
1H, Ar-H), 9,06 (s, 1H, Ar-H), 9,24 (s, 1H, Ar-H), 13,13 (bs, 1H) 
ESI-MS izračunano za C23H19N5O2: 397,15 
izmerjeno (m/z): 396,3 [M-H]- 
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IR (KBr) ν (cm-1) = 3369, 3089, 2608, 2361, 2340, 2050, 1707, 1640, 
1580, 1477, 1426, 1350, 1151, 1092, 1039, 1018, 975, 875, 823, 
761, 692, 657, 598 
HPLC tR = 4,353 min (80,95 % pri 254 nm) 
 
4.5. POSKUS SINTEZE (E)-1-(4-(2-(5-(1H-TETRAZOL-5-IL)PIRIDIN-
3-IL)VINIL)-3,5-DIMETILFENIL)PIPERAZINA (10)  
  
Slika 10: Sintezna shema 3. Poskus sinteze končne spojine 10, pri katerem nismo uspeli sintetizirati 
tetrazola. Reakcijski pogoji: a) natrijev terc-butoksid, paladijev(II) acetat, BINAP ali RuPhos, 
toluen, 110°C, b) NaN3, NH4Cl, brezvodni DMF, 110°C.     
4.5.1. SINTEZA TERC-BUTIL (E)-4-(4-(2-(5-CIANOPIRIDIN-3-IL)VINIL)-3,5-
DIMETILFENIL)PIPERAZIN-1-KARBOKSILATA (8)  
 
a) Spojino 2 (100 mg, 0,32 mmol, 1,0 ekv.), natrijev terc-butoksid (46 mg, 0,48 mmol, 1,5 
ekv.), paladijev(II) acetat (7 mg, 0,032 mmol, 0,10 ekv.) in BINAP (20 mg, 0,032 mmol, 
0,10 ekv.) smo raztopili v toluenu (15 mL) ter mešali 15 min na sobni temperaturi v 
argonovi atmosferi. Reakcijsko zmes smo segreli na 110°C, po 15 minutah segrevanja 
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dodali N-Boc-piperazin (89 mg, 0,48 mmol, 1,5 ekv.) in mešali 48 ur pri 110°C v 
argonovi atmosferi. Zmes smo ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Zaostanek smo posušili z vakuumsko črpalko, mu dodali EtOAc (30 
mL) in ga ekstrahirali z vodo (2 × 30mL). Združeni organski fazi smo sprali z nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL), posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (suhi nanos, MF = 
EtOAc/Hex = 1/2).  
b)  Spojino 2 (300 mg, 0,96 mmol, 1,0 ekv.), natrijev terc-butoksid (138 mg, 1,44 mmol, 1,5 
ekv.), paladijev(II) acetat (0,02 g, 0,10mmol, 0,10 ekv.) in RuPhos (45 mg, 0,10 mmol, 
0,10 ekv.) smo raztopili v toluenu (20 mL) ter mešali 15 min na sobni temperaturi v 
argonovi atmosferi. Reakcijsko zmes smo segreli na 110°C, po 15 minutah segrevanja 
dodali N-Boc-piperazin (267 mg, 1,44 mmol, 1,5 ekv.) in mešali čez noč pri 110°C v 
argonovi atmosferi. S TLC (MF = EtOAc/Hex = 1/2) smo ugotovili prisotnost izhodne 
spojine v reakcijski zmesi, zato smo dodali Pd2(dba)3 (88 mg, 0,10 mmol, 0,10 ekv.) in 
RuPhos ter mešali še 48 ur pri 110°C v argonovi atmosferi. Zmes smo ohladili na sobno 
temperaturo in uparili topilo pod znižanim tlakom. Zaostanek smo posušili z vakuumsko 
črpalko, mu dodali EtOAc (50 mL) in ga ekstrahirali z vodo (2 × 50 mL). Združeni 
organski fazi smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 mL), posušili z Na2SO4, filtrirali 
in uparili topilo pod znižanim tlakom. Surovi produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/2).  
Terc-butil (E)-4-(4-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenil) piperazin-1-
karboksilat (8) 
Elementna sestava:  C25H30N4O2 M = 418,54 g/mol 
Videz:  rumena oborina 
Ttališče:  166,1-169,6 °C 
Rf:  0,19 (MF = EtOAc/Hex = 1/2) 
Izkoristek reakcije: a) 67 % (90 mg); b) 10 % (42 mg) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 1,49 (s, 9H), 2,38 (s, 6H), 3,18 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 
3,58 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 6,56 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 6,68 (s, 2H, 2 
× Ar-H), 7,26 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 8,04 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 8,73 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,85 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-
H) 
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13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21,82; 28,47; 48,83; 80,00; 110,07; 116,01; 116,73; 
126,54; 126,94; 131,92; 134,04; 135,22; 137,64; 150,12; 150,30; 
151,03; 154,75 
ESI-MS izračunano za C25H30N4O2: 418,24 
izmerjeno (m/z): 419,3 [M+H]+ 
 
4.5.2. POSKUS SINTEZE TERC-BUTIL (E)-4-(4-(2-(5-(1H-TETRAZOL-5-IL)PIRIDIN 
-3-IL)VINIL)-3,5-DIMETILFENIL)PIPERAZIN-1-KARBOKSILATA (9)  
 
Sintezo spojine 9 smo izvedli po splošnem postopku sinteze tetrazola in pri tem uporabili 
spojino 8 (125 mg, 0,30 mmol, 1,0 ekv.), amonijev klorid (40 mg, 0,75 mmol, 2,5 ekv.) in 
natrijev azid (49 mg, 0,75 mmol, 2,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali čez vikend pri 
110°C. Po čiščenju s kolonsko kromatografijo (MF = DKM/MeOH = 4/1) smo uparili 
mobilno fazo pod znižanim tlakom in zaostanek posušili z vakuumsko črpalko. Pred 
pretvorbo produkta v sol s kloridom je bila potrebna še odstranitev terc-butiloksikarbonilne 
(Boc) zaščite v naslednji sintezni stopnji. Z analizo 1H-NMR spektrov pa smo ugotovili, da 
se je Boc zaščita odstranila že med sintezo tetrazola, a produkt ni bil čist, zato smo ga 
ponovno čistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/MeOH/voda = 4/1/1). Po analizi 
1H-NMR spektrov smo sklepali, da je željena spojina najbrž prisotna, a je nismo uspeli 
očistiti. Produkt smo zaradi premajhne količine in slabe čistosti zavrgli. 
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4.6. SINTEZA BIOIZOSTEROV TETRAZOLA (11-13)  
 
Slika 11: Sintezna shema 4. Sinteza končnih spojin 11-13. Reakcijski pogoji: a) 1.S8, 50°C, 30 min, 
2. MeOH, 80°C; b) S8, 100°C; c) NaOH, MeOH, 70°C. 
4.6.1. SINTEZA (E)-2-(5-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-DIMETILSTIRIL)PIRIDIN-3-IL)-4,5-
DIHIDROOKSAZOLA (11)  
 
Zmes etanolamina  (25 μL, 0,35 mmol, 1,0 ekv.) in žvepla (11 mg, 0,35 mmol, 1,0 ekv.) smo 
brez dodatka topila segrevali pri 50°C 30 minut. Nato smo dodali spojino 3a (104 mg, 0,35 
mmol, 1,0 ekv.), reakcijsko zmes raztopili v MeOH in mešali čez noč pri temperaturi 
refluksa (80°C). S TLC (MF = EtOAc/Hex = 1/1) smo ugotovili, da je prisotne še nekaj 
izhodne spojine, zato smo v zmes ponovno dodali etanolamin (25 μL, 0,35 mmol, 1,0 ekv.) 
in jo mešali čez noč pri 80°C. Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo, uparili 
topilo pod znižanim tlakom in zaostanek v sušilniku posušili do suhega. Surovi produkt smo 
čistili s kolonsko kromatografijo (suhi nanos, začetno MF = EtOAc/Hex = 1/4 smo 
postopoma zamenjali z MF = EtOAc/Hex = 1/3, MF = EtOAc/Hex = 1/2, MF = EtOAc/Hex 
= 1/1, MF = EtOAc/Hex = 4/1 in nazadnje z MF = EtOAc). Ker nismo vedeli, kakšen Rf 
ima željena spojina, smo izolirali tri lise in z analizo 1H-NMR spektrov ugotovili, da se iskan 
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produkt nahaja med frakcijami F86-F102 ter se je izločil zadnji. Nismo ga uspeli zadostno 
očistiti, zato smo omenjene frakcije ponovno čistili s kolonsko kromatografijo (MF = 
DKM/MeOH = 30/1). Mobilno fazo smo uparili pod znižanim tlakom in oljnat zaostanek 
posušili z vakuumsko črpalko. Z 1H-NMR smo zaznali, da je nekaj nečistoč še vedno 
prisotnih.  
(E)-2-(5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)piridin-3-il)-4,5-dihidrooksazol (11) 
Elementna sestava:  C22H20N2O2 M = 344,41 g/mol 
Videz:  oranžni kristali 
Ttališče:  69,1-73,7 °C 
Rf:  0,35 (MF = DKM/MeOH = 20/1) 
Izkoristek reakcije: 18 % (22 mg) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,41 (s, 6H), 4,12 (t, J = 9,5 Hz, 2H), 4,50 (t, J = 9,5 
Hz, 2H), 6,48 (dd, J1 = 3,3, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,65 (d, J = 
3,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,65 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 16, 7 
Hz, 1H), 7,41 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,47 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 
8,37 (t, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,78 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 
9,03 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21,34; 55,00; 76,91; 105,13; 111,70; 123,45; 123,81; 
129,58; 129,96; 131,96; 132,08; 132,91; 135,12; 136,75; 142,07; 
147,99; 150,40; 153,81; 162,82   
ESI-MS izračunano za C22H20N2O2: 344,15 
izmerjeno (m/z): 345,2 [M+H]+ 
IR (KBr) ν (cm-1) = 2971, 2361, 2340, 1724, 1651, 1434, 1361, 1267, 
1233, 1199, 1154, 1080, 1018, 975, 937, 922, 881, 803, 731, 713, 
682, 594, 541, 510 
HPLC tR = 5,673 min (59,05 % pri 254 nm) 
 
4.6.2. SINTEZA (E)-3-(4,5-DIHIDRO-1H-IMIDAZOL-2-IL)-5-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-
DIMETILSTIRIL)PIRIDINA (12)  
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Zmes spojine 3a (104 mg, 0,35 mmol, 1,0 ekv.), etilendiamina (186 μL, 2,77 mmol, 8,0 ekv.) 
in za konico spatule žvepla (3 mg, 0,087 mmol, 0,25 ekv.) smo postavili v ultrazvočno 
kadičko ter s TLC (MF= EtOAc/Hex = 1/1) spremljali potek reakcije po 15, 30 in 45 
minutah. Pri vseh časovnih točkah je bila v reakcijski zmesi še vedno večinoma prisotna 
izhodna spojina, zato smo ponovno dodali etilendiamin (100 μL, 1,49 mmol, 4,3 ekv.) in 
mešali čez noč pri 100°C. Zmes smo ohladili na sobno temperaturo, dodali vodo (20 mL) in 
ekstrahirali z DKM (50 mL). Organsko fazo smo sprali z vodo (2 × 20 mL) in z nasičeno 
raztopino NaCl (20 mL), posušili z Na2SO4, filtrirali ter uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (začetno MF = DKM/MeOH = 9/1 
smo postopoma zamenjali z MF = DKM/MeOH = 4/1). Potek smo spremljali s TLC (MF = 
DKM/MeOH = 4/1) in pri frakcijah s produktom zaznali dve lisi. Z dodatkom amonijaka v 
mobilno fazo se je potujoča spojina pretvorila v neionizirano obliko in razvila eno liso, s 
čimer smo potrdili prisotnost ene same spojine, ki je pred dodatkom baze potovala v 
ionizirani in neionizirani obliki. Zaostanek po uparevanju mobilne faze pod znižanim tlakom 
smo dobro posušili z vakuumsko črpalko.  
(E)-3-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)piridin (12) 
Elementna sestava:  C22H21N3O M = 343,43 g/mol 
Videz:  oranžni kristali 
Ttališče:  147,5-151,1 °C 
Rf:  0,60 (MF = DKM/MeOH = 4/1 + amonijak)  
Izkoristek reakcije: 70 % (83 mg)  
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,35 (s, 6H), 3,79 (s, 4H), 6,05 (bs, 1H), 6,45 (dd, J1 
= 3,3, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,57 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 6,62 (d, 
J = 3,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,25 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,36 (s, 2H, 2 
× Ar-H), 7,44 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 8,37 (s, 1H, Ar-H), 8,68 
(d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,86 (s, 1H, Ar-H)      
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21,33; 49,78; 105,16; 111,72; 123,41; 125,75; 129,35; 
129,50; 130,10; 131,43; 133,13; 134,98; 136,70; 142,06; 146,67; 
150,03; 153,72; 162,82 
ESI-MS izračunano za C22H21N3O: 343,17 
izmerjeno (m/z): 344,2 [M+H]+ 
46 
 
IR (KBr) ν (cm-1) = 3733, 3193, 2923, 2866, 2361, 2340, 1606, 1558, 
1501, 1471, 1441, 1415, 1377, 1351, 1294, 1275, 1245, 1217, 
1184, 1147, 1120, 1088, 1038, 1016, 967, 937, 899, 866, 852, 
790, 721, 682, 589, 567, 538 
HPLC  tR = 4,327 min (90,86 % pri 254 nm) 
 
4.6.3. SINTEZA (E)-2-(5-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-DIMETILSTIRIL)PIRIDIN-3-IL)-4,5-
DIHIDROTIAZOLA (13)  
 
Spojino 3a (245 mg, 0,82 mmol, 1,0 ekv.), cisteamin hidroklorid (139 mg, 1,22 mmol, 1,5 
ekv.) in NaOH (7 mg, 0,16 mmol, 0,20 ekv.) smo raztopili v MeOH (20-30 mL) ter mešali 
čez noč pri 70°C. Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Raztopini zaostanka v EtOAc (30 mL) smo dodali vodo (40 mL) ter vodno 
fazo ekstrahirali z EtOAc (2 × 30 mL). Združeni organski fazi smo sprali z nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL), posušili z Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Surovi produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 2/1) in 
zaostanek po uparevanju mobilne faze pod znižanim tlakom posušili z vakuumsko črpalko.  
(E)-2-(5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)piridin-3-il)-4,5-dihidrotiazol (13) 
Elementna sestava:  C22H20N2OS  M = 360,48 g/mol 
Videz:  svetlo oranžna oborina 
Ttališče:  98,9-104,9 °C 
Rf:  0,26 (MF = EtOAc = 2/1) 
Izkoristek reakcije: 85 % (251 mg) 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,41 (s, 6H), 3,48 (t, J = 8,4 Hz, 2H), 4,50 (t, J = 8,4 
Hz, 2H), 6,47 (dd, J1 = 3,3, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,65 (d, J = 
3,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,65 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 16,7 
Hz, 1H), 7,40 (s, 2H, 2 × Ar-H), 7,45 (s, 1H, Ar-H), 8,25 (s, 1H, 
Ar-H), 8,77 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,90 (d, J = 1,9 Hz, 1H, 
Ar-H) 
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13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21,36; 34,00; 65,21; 105,14; 111,72; 123,45; 129,09; 
129,57; 130,01; 131,77; 133,07; 135,09; 136,73; 142,06; 148,23; 
150,20; 153,81; 165,93 
IR (KBr) ν (cm-1) = 3734, 3123, 3027, 2958, 2854, 2361, 2340, 1735, 
1608, 1558, 1499, 1470, 1448, 1424, 1375, 1321, 1260, 1228, 
1207, 1178, 1145, 1071, 1026, 1006, 970, 932, 905, 877, 859, 
810, 772, 749, 703, 680, 658, 614, 594, 564 
HPLC tR = 6,330 min (94,40 % pri 254 nm) 
 
4.7.  REDUKCIJA DVOJNE VEZI (15)  
 
Slika 12: Sintezna shema 5. Poskus sinteze končne spojine 15, pri katerem nismo uspeli sintetizirati 
tetrazola. Reakcijski pogoji: a) Mg, Pd/C, 1-propanol, 100°C; b) NaN3, NH4Cl, brezvodni DMF, 
110°C; c) H2, Pd/C, MeOH, THF, s.t. 
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4.7.1. SINTEZA 5-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-DIMETILFENETIL)NIKOTINONITRILA 
(14)  
 
a) Prva sinteza: Raztopino spojine 3a (101 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) v 1-propanolu (25 mL) 
smo prepihali z argonom ter ji dodali Pd/C (25 mg, 25 masnih %) in magnezij (82 mg, 
3,38 mmol, 10,0 ekv.). Zmes smo mešali pri temperaturi refluksa (100°C) v argonovi 
atmosferi in spremljali potek reakcije s TLC (MF = EtOAc/Hex = 1/1). Po treh urah ni 
bilo vidnih sprememb, zato smo dodali magnezij (82 mg, 3,38 mmol, 10,0 ekv.) in mešali 
čez noč pri 100°C v argonovi atmosferi. V tem času je začel nastajati produkt, ker pa je 
bila še vedno prisotna tudi izhodna spojina, smo reakcijsko zmes ponovno prepihali z 
argonom, dodali Pd/C (22 mg, 22 masnih %) in magnezij (0,08 g, 3,38 mmol, 10,0 ekv) 
ter mešali pri 100°C v argonovi atmosferi. Po sedmih urah izhodne spojine ni bilo več, 
zato smo zmes ohladili na sobno temperaturo in jo filtrirali skozi diatomejsko zemljo 
(Celite® 577 fine). Filtrirno pogačo smo sprali s THF in filtratu uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Zaostanek smo čistili s prekristalizacijo iz MeOH ter izpadle kristale z 
vakuumsko črpalko posušili do suhega. Izolirali smo 14 mg produkta, a smo s TLC (MF 
= EtOAc/Hex = 1/1) in 1H-NMR ugotovili, da je prisotnih nekaj nečistoč, veliko pa ga je 
po prekristalizaciji ostalo v matičnici. Zaradi premajhne količine željene spojine, smo se 
odločili za ponovno sintezo. Matičnico smo uparili pod znižanim tlakom, zaostanek 
združili s kristali, izpadlimi pri prekristalizaciji, in surovi produkt čistili skupaj s 
produktom ponovne sinteze.  
Druga sinteza: Raztopino spojine 3a (101 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) v 1-propanolu (25 
mL) smo prepihali z argonom, ji dodali Pd/C (48 mg, 48 masnih %) in magnezij (245 mg, 
10,1 mmol, 30,0 ekv.) ter mešali čez noč pri 100°C v argonovi atmosferi. Po tem času 
smo s TLC (MF = EtOAc/Hex = 1/1) ugotovili, da je izhodna spojina še vedno prisotna, 
zato smo dodali Pd/C (89 mg, 89 masnih %) in magnezij (82 mg, 3,38 mmol, 10,0 ekv.) 
ter po petih urah ponovno Pd/C (19 mg, 19 masnih %) in magnezij (82 mg, 3,38 mmol, 
10,0 ekv.), ter mešali čez noč pri 100°C v argonovi atmosferi. Reakcijsko zmes smo 
ohladili na sobno temperaturo in jo filtrirali skozi diatomejsko zemljo (Celite® 577 fine). 
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Filtrirno pogačo smo sprali s THF, ki topi produkt, ter filtratu uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Zaostanek smo združili s produktom prve sinteze in ga očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = EtOAc/Hex = 1/3).  
b) Poskus sinteze 5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilfenetil)nikotinonitrila:  
Raztopino spojine 3a (100 mg, 0,34 mmol, 1,0 ekv.) v zmesi topil MeOH/THF (1/1, 10 
mL) smo prepihali z argonom. Nato smo dodali Pd/C (80 mg, 80 masnih %) ter začeli 
reakcijsko zmes pri sobni temperaturi konstanto prepihovati z vodikom in tako vzdrževati 
nasičenost zmesi z njim. Potek reakcije smo spremljali s TLC (MF = EtOAc/Hex = 1/1) 
vsakih 30 minut. Po petih urah ni bilo vidnih sprememb, zato smo zmes mešali čez noč 
pri sobni temperaturi v vodikovi atmosferi. Reakcijo smo ustavili tako, da smo odstranili 
vir vodika in reakcijsko zmes prepihali z argonom. Glede na TLC (MF = EtOAc/Hex = 
1/1) smo sklepali, da produkt ni nastal.  Reakcijsko zmes smo filtrirali skozi diatomejsko 
zemljo (Celite® 577 fine) in filtratu uparili topilo pod znižanim tlakom. Z 1H-NMR smo 
potrdili, da smo izolirali čisto izhodno spojino. Reakcija ni potekla.  
5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilfenetil)nikotinonitril (14)  
Elementna sestava:  C20H18N2O M = 302,38 g/mol 
Videz:  beli kristali 
Ttališče:  117,8-121,2 °C 
Rf:  0,51 (MF = EtOAc/Hex = 1/1) 
Izkoristek reakcije: 30 % (60 mg)  
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 2,30 (s, 6H), 2,80 (dd, J1 = 9,8, J2 = 5,1 Hz, 2H), 2,91 
(dd, J1 = 9,8, J2 = 5,1 Hz, 2H), 6,54 (dd, J1 = 3,3, J2 = 1,8 Hz, 
1H, Ar-H), 6,60 (d, J = 3,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,34 (s, 2H, 2 × Ar-
H), 7,44 (d, J = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,72 (t, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-
H), 8,62 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 8,74 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-
H) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 19,97; 30,93; 32,03; 104,71; 109,73; 111,65; 116,70; 
123,86; 129,01; 135,93; 136,39; 137,58; 138,73; 141,87; 150,20; 
153,29; 153,85 
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IR (KBr) ν (cm-1) = 3733, 2957, 2360, 2340, 2230, 1732, 1570, 1503, 
1469, 1452, 1424, 1377, 1334, 1312, 1217, 1162, 1021, 941, 896, 
883, 868, 851, 808, 776, 737, 700, 680, 609, 596, 540  
HPLC tR = 5,680 min (88,65 % pri 254 nm) 
 
4.7.2. POSKUS SINTEZE TETRAZOLA SPOJINE 3-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-
DIMETILFENETIL)-5-(1H-TETRAZOL-5-IL)PIRIDIN (15)  
Sintezo spojine 15 smo izvedli po splošnem postopku sinteze tetrazola in pri tem uporabili 
spojino 14 (56 mg, 0,19 mmol, 1,0 ekv.), amonijev klorid (25 mg, 0,46 mmol, 2,5 ekv.) in 
natrijev azid (30 mg, 0,46 mmol, 2,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali dva dni pri 110°C. 
Z 1H-NMR in ESI-MS nismo uspeli dokazati identitete željene spojine. Reakcija ni potekla. 
 
4.7.3. POSKUS SINTEZE 3-(4-(FURAN-2-IL)-2,6-DIMETILFENETIL)-5-(1H-
TETRAZOL-5-IL)PIRIDINA (15) IZ DERIVATA TETRAZOLA  
 
Raztopino spojine 4a (79 mg, 0,21 mmol) v zmesi topil MeOH/THF (1/1, 10 mL) smo 
prepihali z argonom. Nato smo dodali Pd/C (20 mg, 25 masnih %) ter začeli reakcijsko zmes 
pri sobni temperaturi konstantno prepihovati z vodikom in tako vzdrževati nasičenost zmesi 
z njim. Potek reakcije smo spremljali s TLC (MF = DKM/MeOH = 2/1) vsakih 30 minut. 
Po treh urah ni bilo vidnih sprememb, zato smo reakcijo ustavili tako, da smo odstranili vir 
vodika in zmes prepihali z argonom. Reakcijsko zmes smo filtrirali skozi diatomejsko zemljo 
(Celite® 577 fine), filtratu uparili topilo pod znižanim tlakom in zaostanek posušili z 
vakuumsko črpalo. Z 1H-NMR smo potrdili, da smo izolirali izhodno spojino. Reakcija ni 
potekla.  
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
Priprava končnih spojin je vključevala štiri zaporedne sintezne stopnje, ki z izjemo zadnje 
spadajo med reakcije pripajanja. Njihov splošni mehanizem predstavlja katalitski cikel, kjer 
si sledijo oksidativna adicija, transmetalacija in reduktivna eliminacija. Glavna razlika med 
njimi je v poteku transmetalacije, kar je opisano v nadaljevanju. Zadnja sintezna stopnja je 
v osnovi predstavljala sintezo tetrazola, uspeli pa smo sintetizirati tudi druge heterocikle in 
reducirati dvojno vez azastilbena.  
5.1.1. STILLEOVO PRIPAJANJE (1) 
V prvi stopnji sinteze smo po mehanizmu Stilleovega pripajanja tvorili C-C vez med 
organostananom in arilhalogenidom. Stilleova reakcija je primerna za širok spekter 
funkcionalnih skupin in zato pogosto uporabljena pri sintezi kompleksnih molekul. 
Organostanani so dostopni in relativno neobčutljivi na prisotnost vlage in kisika, kar 
omogoča potek reakcije tudi pod ostrejšimi pogoji. Slabost njihove uporabe pa predstavlja 
visoka toksičnost. Da bi odstranili kositrove stranske produkte, smo v reakcijsko zmes dodali 
nasičeno raztopino kalijevega fluorida in odfiltrirali nastali netopen kositrov fluorid. Kljub 
temu spran produkt še vedno vsebuje do 5 masnih % kositra (28).  
Prvi korak mehanizma je oksidativna adicija elektrofilnega aril halogenida na paladijev(0) 
katalizator in tvorba arilpaladijev(II) halogenida (Slika 13). Vloga LiCl sicer ni docela 
pojasnjena, a zelo verjetno pride do zamenjave kloridnih ionov s halogenom vezanim na 
paladiju in nastanka arilpaladijevega(II) klorida, ki je bolj aktiven pri vstopu v 
transmetalacijo z Bu3(vinil)Sn. Vinilna skupina nadomesti kloridni anion, poleg 
paladijevega(II) intermediata pa nastane tudi tributilkositrov klorid, ki zaradi svoje 
stabilnosti olajša transmetalacijo. Pristnost LiCl je tako ključna pri doseganju čim višjih 
izkoristkov reakcije. Z izomerizacijo intermediata v cis obliko in reduktivno eliminacijo 
dobimo končni produkt in obnovljen paladijev(0) katalizator (29).  
Na začetku smo reakcijsko zmes prepihali z argonom, da bi preprečili vnos vode prisotne v 
zraku v reakcijo. Dosegli smo 85 % izkoristek. 
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Slika 13: Katalitski cikel Stilleovega pripajanja. Prirejeno po (29).  
5.1.2. HECKOVO PRIPAJANJE (2) 
V drugi sintezni stopnji smo s Heckovim pripajanjem tvorili C-C vez med arilhalogenidom 
in vinilhalogenidom (1) ter tako sintetizirali osnovni skelet vseh končnih produktov – 
azastilben. Heckova reakcija (imenovana tudi Mizoroki-Heckova reakcija) je iz sinteznega 
vidika privlačna zaradi visoke kemoselektivnosti in blagih reakcijskih pogojev v povezavi z 
nizko toksičnostjo ter ceno reagentov (30).   
Reakcija se začne z oksidativno adicijo, ki jo spodbudi prisotnost fosfinov (Slika 14). V ta 
namen smo v reakcijsko zmes dodali P(o-tol)3, ki stabilizira aktivno obliko paladijevega(0) 
intermediata, pri čemer dosega dobre rezultate na račun sterično velikih substituentov (31).  
Oksidativni adiciji ne sledi transmetalacija, kot je običajno pri reakcijah pripajanja, ampak 
koordinacija olefina na paladijev(II) kompleks ter nato njegova insercija na vez med 
paladijem in ogljikom preko sin adicije. Z rotacijo vezi se sprosti sterična napetost in tvori 
trans izomer. Sledi β-hidrid eliminacija, kjer poteče sin eliminacija olefina iz kompleksa 
paladijevega(II) hidrida. Paladijev(0) kompleks se obnovi z reduktivno eliminacijo, ki 
poteče pod vplivom baze, v našem primeru smo zato v reakcijsko zmes dodali Et3N (30).  
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Pri izolaciji produkta smo organsko fazo sprali z 1M HCl, da smo odstranili ostanke 
brezvodnega DMF, z nasičeno raztopino NaCl pa smo se znebili ostankov vode. Dosegli 
smo nizek izkoristek (53 %). Razlog za to je velik zaostanek produkta v matičnici po 
prekristalizaciji iz MeOH. Izkoristek bi lahko izboljšali s čiščenjem s kolonsko 
kromatografijo.  
 
Slika 14: Katalitski cikel Heckovega pripajanja. Prirejeno po (30). 
5.1.3. SUZUKIJEVO PRIPAJANJE (3a-e, 6) 
V naslednji stopnji smo s Suzukijevim pripajanjem (imenovanim tudi Suzuki-Miyaura 
pripajanje) v prisotnosti paladija tvorili C-C vez med arilhalogenidom (2) in različnimi 
heterocikličnimi boronskimi kislinami. Zaradi svojih prednosti je Suzukijevo pripajanje 
široko uporabljeno pri sintezi bicikličnih organskih spojin in substituiranih aromatskih 
struktur; reakcija poteka pod milimi pogoji, občutljivost funkcionalnih skupin je nizka, 
boronske kisline so komercialno dostopne, nizko toksične ter stabilne pod vplivom toplote, 
kisika in vode, ločba borovih stranskih produktov iz reakcijske zmesi pa je enostavna (32, 
33).  
Kot pri ostalih reakcijah pripajanja se katalitski cikel tudi pri Suzukijevem pripajanju začne 
z oksidativno adicijo elektrofilnega aril halogenida na paladijev(0) katalizator (Slika 15). 
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Nastane arilpaladijev(II) halogenid, ki se iz prvotne cis oblike pretvori v stabilnejši trans 
izomer. Elektronprivlačne skupine v primerjavi z elektrondonorskimi povečajo reaktivnost 
arilhalogenidov v oksidativni adiciji (32, 33, 34). Sledi transmetalacija heterocikla boronske 
kisline na paladijev(II) intermediat, ki jo spodbudi pristnost baze, brez katere reakcija ne bi 
potekla. Za aktivacijo boronske kisline smo v reakcijsko zmes dodali K2CO3 ali 2M Na2CO3, 
ki poveča nukleofilnost njenega heterocikla in tako olajša sicer počasno trasmetalacijo. 
Možno je tudi, da negativno nabita baza transmetalacijo pospeši tako, da nadomesti halogen 
(Br) v paladijevem(II) intermediatu. Katalitski cikel se zaključi z reduktivno eliminacijo, 
kjer se iz diarilpaladijevega(II) kompleksa tvori ustrezna biciklična spojina in regenerira 
paladijev (0) katalizator. Za potek reduktivne eliminacije se mora vmesni produkt pretvoriti 
nazaj v cis konformacijo (32, 33).  
 
Slika 15: Katalitski cikel Suzukijevega pripajanja. Prirejeno po (32, 33).  
Boronsko kislino smo v reakcijsko zmes dodali v prebitku, da bi bila kot nukleofil na voljo 
v zadostni količini. Predvsem heteroarilne boronske kisline namreč v prisotnosti polarnih 
protičnih topil, kot je voda, pogosto težijo k hidrolizi, ki vpliva na stehiometrijo reakcije. 
Zato smo, da bi zagotovili njen potek in omogočili višje izkoristke, količino boronske kisline 
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iz prvotnih 1,2 ekv. v naslednjih sintezah povečali na 2,0 ekv. Prav tako smo, da bi se izognili 
hidrolizi, boronske kisline pred uporabo hranili v hladilniku (35).   
Pri sintezi spojine 3e so bile uspešne modifikacije postopka: zamenjava K2CO3 z Na2CO3, 
večji prebitek baze, potek reakcije v argonovi atmosferi, podvojen čas sinteze in ponoven 
dodatek katalizatorja. Ustreznejša kot 60°C se je izkazala temperatura 75°C. Izkoristek 
reakcije je bil kljub temu nizek (27 %), kar se je nadaljevalo tudi pri sintezi končne spojine. 
Zato smo se odločili, da bomo karboksilno skupino boronske kisline pred vstopom v reakcijo 
Suzukijevega pripajanja zaščitili (5) in tako preprečili, da bi v alkalnem reagirala kot 
kompetitivni nukleofil ter povzročila nastanek neželenih produktov. Z metodo O-aciliranja 
smo tvorili metilni ester tako, da smo v metanolno raztopino 3-karboksifenilboronske kisline 
po kapljicah dodali koncentrirano H2SO4. Močne kisline povečajo elektrofilnost karboksilne 
kisline, saj protonirajo karbonilni kisik. Nastane zelo reaktiven elektrofil, ki ga napade 
MeOH, pri čemer se tvori nestabilen tetraedrični intermediat. Poteče nukleofilna substitucija 
(36). Tako pripravljeno boronsko kislino smo uporabili v reakciji Suzukijevega pripajanja 
in uspeli povečati njen izkoristek (6, 63 %). Spojini 3e in 6 sta se po ekstrakciji v ionizirani 
obliki porazdelili v vodni fazi. Z dodatkom 1M HCl smo nevtralizirali alkalen pH vodne 
faze in omogočili pretvorbo produkta v neionizirano obliko ter s tem ekstrakcijo v organsko 
fazo.  
Sinteza spojine 3d v prvem poskusu ni uspela, zato smo reakcijo ponovili z večjim prebitkom 
boronske kisline, drugo bazo ter dvojno količino katalizatorja, pred dodatkom katerega smo 
reakcijsko zmes prepihali z argonom. THF in vodo smo nadomestili z brezvodnim DMF, 
reakcijo mešali pri višji temperaturi ter dlje časa, a kljub vsemu nismo uspeli pridobiti 
produkta v željeni količini in čistosti. Ker sta 1H-NMR in ESI-MS kazala na njegovo 
prisotnost, smo zmes uporabili v naslednji sintezni stopnji. Sklepamo, da tiofen-2-ilboronska 
kislina ni kompatibilna s Pd(PPh3)4, zato bi bilo smiselno sintezo poskusiti še z drugim 
katalizatorjem. 
Izolacijo produkta smo začeli z ekstrakcijo, kjer se je željena spojina raztopila v organski, 
nečistote pa v vodni fazi. S spiranjem z nasičeno raztopino NaHCO3 smo dokončno 
odstranili boronsko kislino, z nasičeno raztopino NaCl pa ostanke vode. Največji izkoristek 
reakcije Suzukijevega pripajanja smo dosegli pri spojini 6 (63 %), sintetizirani iz (3-
(metoksikarbonil)fenil)boronske kisline, sledile so ji spojine 3a (58 %), 3c (57 %), 3b (43 
%) in 3e (27 %).   
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5.1.4. BUCHWALD-HARTWIGOVO AMINIRANJE (8) 
Poleg boronskih kislin smo na osnovni skelet pripeli tudi amin. Z Buchwald-Hartwigovim 
aminiranjem smo v prisotnosti paladija tvorili C-N vez med arilhalogenidom (2) in 
sekundarnim cikličnim aminom. Pred začetkom reakcije je potrebna aktivacija katalizatorja 
paladijevega(II) acetata z redukcijo Pd(II) v Pd(0), ki jo povzroči prisotnost amina ali 
fosfinovih ligandov (Slika 16). Oksidativni adiciji arilhalogenida na paladij sledi vezava 
amina v ta kompleks. Močna baza povzroči njegovo deprotonacijo in izstop halogenidnega 
iona. V ta namen smo v reakcijsko zmes dodali natrijev terc-butoksid, ki omogoča doseganje 
najvišjih hitrosti reakcije, a zaradi svoje jakosti lahko sodeluje v stranskih reakcijah z 
elektrofilnimi skupinami in nekaterimi aromatskimi heterocikli. Katalitski cikel se zaključi 
z reduktivno eliminacijo in nastankom arilamina. Pri sintezi smo uporabili tudi BINAP 
oziroma RuPhos, ki sta fosfinova liganda in v vlogi katalizatorja uravnavata kemijsko 
reaktivnost paladija ter omogočata višje izkoristke reakcije. Kot ustreznejši se je izkazal 
BINAP, ki je v kombinaciji s paladijevim(II) acetatom omogočil 67 % izkoristek, medtem 
ko je bil izkoristek aminiranja s katalizatorji Ruphos, paladijev(II) acetat in Pd2(dba)3 precej 
nižji (10 %), nastalo pa je tudi več stranskih produktov (37). 
 
Slika 16: Katalitski cikel Buchwald-Hartwigovega aminiranja. Prirejeno po (37). 
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5.1.5. SINTEZA TETRAZOLA (4a-f, 7, 9, 15) 
Zadnjo stopnjo sinteze končnih spojin je predstavljala tvorba tetrazola z interakcijo med 
nitrilno (2, 3a-e, 6) in azidno skupino. Kemija 5-substituiranih tetrazolov je široko 
raziskovana že od njihovega odkritja, število sinteznih metod v literaturi pa se še vedno 
povečuje, saj igrajo pomembno vlogo na številnih področjih znanosti, predvsem v 
farmacevtski kemiji, kjer predstavljajo metabolno stabilno bioizosterno zamenjavo 
karboksilne kisline. So komponente z najvišjo vsebnostjo dušika med stabilnimi heterocikli 
in pomemben intermediat pri sintezi kompleksnejših heterocikolov. Prve specifične metode 
priprave 5-substituiranih tetrazolov so vključevale uporabo dušikovodikove kisline, ki je 
toksična in eksplozivna. Leta 1958 je Finnegan razvil sintezno pot, kjer je dušikovodikovo 
kislino nadomestil z natrijevim azidom in tako omogočil večjo varnost, krajše reakcijske 
čase in višje izkoristke. Omenjeno metodo smo uporabili v nespremenjeni obliki in jo izvedli 
z amonijevim kloridom in natrijevim azidom v brezvodnem DMF. Zanjo je bilo predlaganih 
več mehanizmov, najbolj verjeten se zdi mehanizem sinteze preko imidoil azidnega 
intermediata, ki pod reakcijskimi pogoji spontano ciklizira v 5-substituiran tetrazol (Slika 
17). Protonacija nitrila poveča njegovo reaktivnost in dovzetnost za napad azidnih anionov. 
Vlogo posrednika pri prenosu protonov nosijo amonijevi kationi (38).  
 
Slika 17: Mehanizem sinteze tetrazola preko imidoil azidnega intermediata. Prirejeno po (38). 
Da sinteza spojine 4b sprva ni uspela, v določeni meri lahko pripišemo postopku izolacije. 
V prvem poskusu smo čiščenje produkta začeli z dodatkom 1M HCl v reakcijsko zmes ter 
nastalo oborino prekristalizirali iz MeOH, kar ni prineslo željenih rezultatov. Tudi z 
naknadno kolonsko kromatografijo matičnice nismo uspeli izolirati željenega produkta. 
Drugačne rezultate je prinesel postopek, kjer smo produkt čistili s kolonsko kromatografijo, 
brez predhodnega dodatka 1M HCl (61 % izkoristek).  
Neuspela sinteza spojine 4d je bila pričakovana in je posledica slabih rezultatov predhodne 
sintezne stopnje pripajanja tiofen-2-ilboronske kisline ter s tem neustrezne izhodne spojine. 
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Kljub podaljšanemu reakcijskemu času je bila neuspešna tudi sinteza spojine 15 in spojine 
9, pri kateri je sočasno potekla odščita zaščitne skupine Boc, kar je lahko posledica 
segrevanja pri visoki temperaturi in šibko kislega okolja.  
Sintezo spojine 4e smo izvedli na dva načina; preko nitrila s karboksilno kislino in preko 
metilkarboksilata (7). Zaščita karboksilne skupine se je obrestovala, saj je v primerjavi z 
nezaščiteno (12 %) prispevala k precej višjemu izkoristku (65 %) pri sintezi tetrazola. 
Metilno zaščito smo odstranili z bazično katalizirano hidrolizo estrov. Kot bazo smo 
uporabili NaOH, kot topilo pa zmes dioksana in vode, ki je omogočila dobro topnost vseh 
komponent in s tem dober stik med reagenti. Ker so estri v vodi slabo topni, ta tip reakcije 
pogosto zahteva dodatek organskega topila (39). Hidroliza se začne z nukleofilnim napadom 
na karbonilno skupino in tvorbo tetraedričnega intermediata, ki z izstopom alkoksidnega 
aniona razpade. Nastanku karboksilne skupine sledi deprotonacija, zaradi katere je proces 
ireverzibilen (40).   
 K večjim izgubam so prispevale tudi težave pri iskanju ustrezne metode in mobilne faze za 
izolacijo produkta. Kot najustreznejša se je izkazala kolonska kromatografija z MF = 
EtOAc/MeOH/voda = 4/1/1 + 0,3 % ocetne kisline. Čistost končne spojine je bila pri obeh 
sinteznih postopkih primerljiva (79,71 % in 80,95 %). Na slabši 1H-NMR spekter pri metodi 
brez zaščite karboksilne skupine je očitno vplivala prisotnost produkta v protonirani in 
neprotonitani obliki.  
Največji izkoristek sinteze tetrazolov je dosegla spojina 4f (100 %), sintetizirana direktno iz 
spojine 2, brez vmesne stopnje pripajanja boronske kisline. Sledita spojini 4a (74 %) ter 7 
(65 %), pri katerih smo dvakrat podaljšali reakcijski čas, ter 4b (61 %), 4c (49 %) in 4e (12 
%). Pri slednji smo prav tako podaljšali reakcijski čas, a je bil izkoristek zaradi že omenjenih 
razlogov vseeno nizek. Slabost priprave tetrazolov je torej dolg reakcijski čas (1 dan in več). 
Z namenom izboljšanja te omejitve se široko raziskuje uporaba mikrovalov (38). 
Na nizke izkoristke je vplival tudi postopek pretvorbe produkta v sol s kloridom, kjer lahko 
opazimo velike izgube (7, 25 % izguba). Ta korak je potreben, da lahko z gotovostjo trdimo, 
da je dušik piridina protoniran, ter tako določimo točno molsko maso, ki smo jo potrebovali 
pri testiranju. Ugoden vpliv ima tudi večja topnost produkta v obliki soli. Protonacijo sicer 
povzroči že prisoten amonijev klorid, a je prešibko kisel, da bi lahko nadomestil dodatek 
HCl.  
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Najvišjo čistost je dosegla spojina 4c (98 %), sledile so 4f (91,03 %), 7 (83,15 %), 4e (80,95 
% in 79,71 %) in 4a (72,96 %). Spojino 7 smo izolirali z dodatkom vode in tako odstranili 
vodotopna amonijev klorid ter natrijev azid. Pri ostalih smo se poslužili kolonske 
kromatografije, medtem ko smo pri spojini 4a kombinirali obe metodi čiščenja. Enako velja 
za spojino 4b, ki je nismo uspeli zadovoljivo očistiti (35,57 %). Tudi izolacija z dodatkom 
1M HCl, se je kot omenjeno izkazala za neuspešno (poskus sinteze spojine 4b).  
5.1.6. SINTEZA BIOIZOSTEROV TETRAZOLA (11, 12, 13) 
Poleg sinteze tetrazola smo iz ciano skupine tvorili še tri heterocikle: oksazolin, imidazolin 
in tiazolin. Izhajali smo iz spojine 3a, ki je s substituiranim 2-furanom pri testiranju obetala 
največ. 
2-oksazolin (11) smo pripravili z interakcijo med nitrilom in etanolaminom, v prisotnosti 
žvepla, preko Willgerodt-Kindlerjeve reakcije. Pozornost je pritegnil zaradi svoje široke 
terapevtske aktivnosti. Uporablja se predvsem kot ligand v asimerični katalizi, monomer pri 
sintezi polimernih produktov in kot zaščitna skupina karboksilnih kislin ter hidroksilaminov. 
Willgerodt–Kindlerjeva reakcija je sicer splošno znana metoda za sintezo tioamidov, pri 
kateri karbonilna skupina reagira z elementarnim žveplom in aminom, produkt pa je rezultat 
oksidacije in premestitvenih reakcij. Razvoj omenjenega mehanizma je omogočil širok 
nabor substratov, vključno z nitrili in tako tudi tvorbo 2-oksazolinov (Slika 18) preko 
Willgerodt–Kindlerjeve reakcije, ki ji sledita transamidacija in hidrodesulfurizacija. Žveplo 
smo v reakcijsko zmes dodali kot katalizator procesa, saj aktivira nitril med nukleofilno 
adicijo etanolamina (41).  
 
Slika 18: Priprava 2-oksazolina. Prirejeno po (41). 
Kljub dolgemu reakcijskemu času, smo dosegli nizek izkoristek reakcije (18 %). Smiselno 
bi bilo sintezo ponoviti brez dodatka topila, kar je po literaturnih podatkih (41) prinašalo 
dobre rezultate, hkrati pa omogočalo izvedbo reakcije brez toksičnih reagentov.  
Z reakcijo med nitrilom in etilendiaminom, v prisotnosti katalitske količine žvepla, smo 
sintetizirali 2-imidazolin (12). Njegovi derivati imajo prav tako pomembno vlogo v 
farmakologiji, uporabljajo pa se tudi kot katalizatorji in sintezni intermediati. Natančen 
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mehanizem reakcije ni znan. Najverjetneje žveplo z nitrilom tvori tioamid, ki reagira z 
etilendiaminom, nato pa se preko eliminacije vodikovega sulfida in amonijaka oblikuje 
produkt. Sprva smo pričakovali, da bo reakcija potekla v krajšem času in zgolj pod vplivom 
ultrazvočnega sevanja. Ker sinteza v teh pogojih glede na literaturo (42)  brez dodatka žvepla 
ne poteče, bi postopek morda lahko poskusili optimizirati z večjo količino le-tega. Odločili 
smo se za izpostavitev višji temperaturi, ki je omogočila nastanek produkta in 70 % 
izkoristek. Izolacijo smo izvedli z dodatkom vode, s katero smo iz reakcijske zmesi odstranili 
etilendiamin (42).  
2-tiazolin (13) smo pridobili z direktno pretvorbo nitrila in cisteamin hidroklorida ob 
prisotnosti katalitske količine NaOH, ki spodbudi začetek reakcije. Tudi ta heterocikel je 
sestavni del številnih produktov uporabljanih tako v farmacevtski kot v prehrambni industriji 
in splošno znan ligand pri kovinsko kataliziranih pretvorbah. Mehanizem reakcije ni povsem 
znan. Najverjetneje NaOH sproži proces odstranjevanja HCl in s tem osvobodi cisteamin, ki 
kot nukleofil napade nitril. Med reakcijo nastali amonijak postane odstranjevalec HCl in s 
tvorbo amonijevega klorida zapre katalitski cikel. Dosegli smo 85 % izkoristek (43).  
5.1.7. REDUKCIJA DVOJNE VEZI S KATALITSKIM HIDROGENIRANJEM (14) 
Spojini, substituirani z 2-furanom, smo s katalitskim hidrogeniranjem preko Horiuti-
Polanyijevega mehanizma reducirali dvojno vez in tako pripravili nasičen alkan. Pri sintezi 
smo uporabili katalizator Pd/C, ki ima številne pore in posledično veliko specifično 
površino, kamor se adsorbira vodik, ki ob tem disociira. Reakcija se začne z adsorpcijo 
alkena na hidrogeniran paladijev katalizator, ki ji sledi reverzibilna premestitev vodika na β-
ogljik alkena (Slika 19). S premestitvijo drugega vodika na α-ogljik pride do reduktivne 
eliminacije prostega alkana. Zadnji korak je ireverzibilen, hkrati pa je tudi omejitveni 
dejavnik hitrosti reakcije. Vir vodika je predstavljal magnezij, raztopljen v 1-propanolu. Ker 
je Pd/C vnetljiv, smo stik s kisikom preprečili s prepihovanjem reakcijske zmesi z argonom 
in izvedbo reakcije v argonovi atmosferi (44).  
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Slika 19: Horiuti-Polanyijev  mehanizem katalitskega hidrogeniranja. Prirejeno po (44). 
Redukcijo dvojne vezi smo sprva poskusili izpeljati iz izhodne spojine 4a, z že 
substituiranim tetrazolom, in nato po istem postopku še iz 3a, a smo obakrat izolirali izhodno 
spojino. Kot uspešna se je izkazala zamenjava vira vodika (prepihovanje reakcijske zmesi s 
plinastim vodikom smo nadomestili z dodatkom magnezija v 1-propanol), dvig temperature 
iz sobne na 100°C, kar je povečalo topnost reagentov ter hitrost poteka reakcije in zamenjava 
topila MeOH/THF za 1-propanol. Naštete modifikacije so omogočile potek katalitskega 
hidrogeniranja z izhodno spojino 3a in 30 % izkoristek. Paladij in magnezij smo od produkta 
ločili s filtracijo reakcijske zmesi skozi diatomejsko zemljo s THF, ki produkt topi.  
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5.2. REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
Zaviralno delovanje sintetiziranih spojin na encime MurC, MurD, MurE in MurF, izolirane 
iz bakterije E. coli, smo ovrednotili z merjenjem rezidualne aktivnosti, ki predstavlja 
razmerje med delovanjem encima [%] ob prisotnosti inhibitorja in v odsotnosti inhibitorja, 
v našem primeru pri koncentraciji 100 µM. Spojinam z boljšimi rezultati smo jakost 
inhibicije izrazili tudi z določanjem IC50, ki pomeni koncentracijo inhibitorja [µM], pri kateri 
je rezidualna aktivnost enaka 50 %. Vrednosti IC50 smo uporabili kot osnovo za primerjavo 
zaviralnega delovanja med posameznimi analogi. Vsem spojinam smo določili tudi 
minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK), na podlagi katere smo sklepali o 
protibakterijskem delovanju proti bakterijskim sevom E. coli (Gramnegativna) in S. aureus 
(Grampozitiven). Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je najmanjša koncentracija 
antibiotika, ki po 18-24 urah izpostavljenosti prepreči rast mikroorganizmov pri temperaturi 
35-37°C in tako predstavlja merilo za bakteriostatično aktivnost.
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Tabela II: Rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih spojin. *RA je bila izmerjena pri koncentraciji inhibitorja 100 μM.   
 
Oznaka 
spojine 
 
Strukturna formula 
RA* (%) ali IC50 (µM) MIK (mM) 
MurC MurD MurE MurF E. coli S. aureus 
 
 
4a 
 
 
 
63 % 
368 µM 
 
39 % 
104 µM 
 
 
 
40 % 
79 µM 
 
 
30 % 
61 µM 
 
 
 
>0,25 
 
 
>0,25 
 
 
3a 
 
 
 
78 % 
 
59 % 
198 µM 
 
 
 
74 % 
 
 
62 % 
 
 
>0,25  
 
 
>0,25  
 
 
14 
 
 
 
152 µM 
 
 
 
73 % 
 
 
65 % 
 
 
79 % 
 
 
>0,25  
 
 
>0,25  
 
 
4b 
 
 
 
84 % 
 
 
78 % 
 
 
82 % 
 
 
88 % 
 
 
>0,25  
 
 
>0,25  
 
 
4c 
 
 
 
86 % 
 
 
91 % 
 
 
81 % 
 
 
85 % 
 
 
>0,25  
 
 
>0,25  
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7 
 
 
 
85 % 
 
 
84 % 
 
 
77 % 
 
 
84 % 
 
 
>0,25  
 
 
>0,25  
 
 
4e 
 
 
 
67 % 
 
 
74 % 
 
 
61 % 
 
 
82 % 
 
 
>0,25  
 
 
>0,25  
 
 
4f 
 
 
 
70 % 
 
74 % 
131 µM 
 
 
 
62 % 
 
 
68 % 
 
 
>0,25  
 
 
 =0,25  
 
 
11 
 
 
 
153 µM 
 
 
55 % 
126 µM 
 
 
 
68 % 
 
56 % 
144 µM 
 
 
 
>0,25  
 
 
=0,125  
 
 
12 
 
 
 
151 µM 
 
 
53 % 
160 µM 
 
 
 
90 % 
 
60 % 
201 µM 
 
 
 
=0,25  
 
 
=0,031  
 
 
13 
 
 
 
82 µM 
 
 
44 % 
85 µM 
 
 
40 % 
150 µM 
 
 
42 % 
 71 µM 
 
 
 
>0,25  
 
 
>0,25  
65 
 
Zaviralno aktivnost spojin smo vrednotili glede na spojino 4a. Ta predstavlja resintetizirano 
spojino, ki je bila na podlagi predhodnih raziskavah na Fakulteti za farmacijo označena kot 
najbolj obetaven zadetek in s tem izhodišče našega dela. Rezultati biokemijskega testiranja 
so prikazani v Tabeli II.  
Spojina 4a ima najšibkejšo zaviralno aktivnost na encim MurC (IC50 = 368 μM), kar smo 
uspeli preseči s spojinami 11, 12 in 14, ki so pokazale dvakrat močnejšo inhibicijo, najboljši 
rezultat pa je s štirikrat večjo aktivnostjo dosegla spojina 13 (IC50 = 82 μM). Vsem je skupno, 
da je tetrazol spojine 4a odsoten oziroma zamenjan z drugimi heterocikli, kar kaže, da pri 
zaviranju MurC tetrazol ni optimalna izbira. Drugače je pri ostalih Mur encimih, kjer 
prisotnost tetrazola igra ključno vlogo. Medtem ko spojina 4a izkazuje močno zaviralno 
aktivnost na encimih MurD, E in F pa spojina 3a, ki je njen prekurzor, nima zaviralnega 
delovanja na noben testiran encim. Iz primerjave med spojinama 3a z dvojno vezjo in 14, ki 
predstavlja nasičen sistem, je razvidno, da prisotnost dvojne vezi nima bistvenega vpliva na 
aktivnost spojin.  
Pri zaviranju aktivnosti na encimu MurD smo dober rezultat dosegli pri spojini 13 s 
tiazolinom in IC50 = 85 μM. Primerljivo delovanje kot spojina 4a (IC50 = 104 μM) sta 
pokazali spojini 11 z oksazolinom (IC50 = 126 μM) in 4f (IC50 = 131 μM). Slednja je bila 
sicer edina izmed sintetiziranih spojin, ki je pokazala aktivnost kljub odsotnosti furana na 
azastilbenskem skeletu, v tem primeru nadomeščenega z bromom. Zdi se, da furan s kisikom 
na orto položaju predstavlja ključno komponento pri doseganju aktivnosti na vseh Mur 
encimih, saj smo pripravili več analogov z različnimi obroči na tem mestu, a nobeden ni 
pokazal zaviralnega učinka na nobenem od encimov. Aktivnosti spojine 4e s prosto 
karboksilno skupino na benzenovem obroču ni izboljšala zaščita karboksilne kisline, kar 
prikazuje zanemarljiva razlika med rezultati spojin 4e in 7. Primerjava med spojinama 4b in 
4f potrjuje, da ni ključna zgolj prisotnost kisika v heterociklu, ampak tudi njegova orto 
pozicija.  
Primerljivo zaviralno delovanje na encim MurF imata spojini 4a (IC50 = 61 μM) in 13  (IC50 
= 71 μM), prav tako le spojini 4a (IC50 = 79 μM) in šibkeje spojina 13 (IC50 = 150 μM) edini 
zavirata encim MurE.  
Najmočnejše zaviralno delovanje je torej dosegla spojina 13, z večjo ali primerljivo jakostjo 
delovanja kot spojina 4a na encimih MurC, D in F. To potrjuje vlogo furana s kisikom na 
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orto mestu, ki je prisoten že pri spojini 4a, hkrati pa izpostavlja tiazolin kot obetavno 
zamenjavo tetrazola. Bistveno je tudi, da spojino 13 zaradi inhibicije več tarč lahko uvrstimo 
med multiple inhibitorje, saj ti zmanjšujejo možnost razvoja rezistence bakterij na 
protibakterijske učinkovine. Za pojav odpornosti bi moralo pri eni generaciji bakterij priti 
do nastanka mutacij v več genih (23).  
Dobro protibakterijsko delovanje na sev S. aureus smo izmerili le pri spojini 12 z MIK 
vrednostjo 0,031 mM (10,65 μg/mL). Ostale spojine niso pokazale protibakterijskega 
delovanja na nobenem izmed testiranih sevov, kar je lahko posledica relativno nizkih 
zaviralnih aktivnosti, ki bi za dober rezultat morale dosegati nanomolarno območje. Vpliv 
imata lahko tudi slaba permeabilnost spojin skozi celične bariere do Mur encimov in 
zmožnost bakterij, da vršijo efluks snovi iz celice (23).  
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6. SKLEP 
V procesu nastajanja magistrske naloge smo resintetizirali spojino 4a in tvorili njene analoge 
z azastilbenskim skeletom. 2-furan smo nadomestili s 3-furanom (4b), 4-piridinom (4c), 3-
karboksifenilom (4e), 3-(metoksikarbonil)fenilom (7) in bromom (4f). Pri tvorbi končnih 
spojin 4b in 4e je bila potrebna ponovna sinteza, s katero smo optimizirali prvoten postopek 
in dosegli višje izkoristke reakcij, medtem ko priprava končnih spojin z 2-tiofenom (4d) in 
piperazinom (10) ni bila uspešna. Največji izkoristek reakcije Suzukijevega pripajanja je 
dosegla spojina 6 (63 %), pri sintezi tetrazola pa se je najbolje izkazala spojina 4f (100 %). 
Sintetizirali smo tudi bioizosterne analoge tetrazola spojine 4a in tako pripravili 2-oksazolin 
(11), 2-imidazolin (12) in 2-tiazolin (13). Postopek redukcije dvojne vezi smo uspešno 
optimizirali (14), nismo pa uspeli tvoriti končne spojine s tetrazolom (15).   
Sintetizirane spojine smo ovrednotili z določanjem zaviralnega delovanja na encimih MurC, 
MurD, MurE in MurF. Vsem smo določili RA [%], najobetavnejšim spojinam pa smo 
določili vrednosti IC50 [μM]. Kot najbolj uspešna se je izkazala spojina 13 z zaviralnim 
delovanjem na MurC, D in F (IC50, 82, 85 in 71 μM), ki spada med multiple inhibitorje, ki 
zmanjšujejo možnost razvoja rezistence bakterij na protibakterijske učinkovine. Dobre 
rezultate so izkazovale tudi spojina 11 z zaviranjem encima MurC in D (IC50, 153, 126 μM), 
spojini 12 (IC50 = 151 μM) in 14 (IC50 = 152 μM) z zaviranjem encima MurC in 4f z 
zaviralnim delovanjem na encim MurD (IC50 = 131 μM). Na encimu MurE zaviralnega 
delovanja glede na spojino 4a nismo uspeli izboljšati. Iz primerjave rezultatov med 
spojinama 3a in 4a smo ugotovili, da je prisotnost tetrazola ključna za inhibicijo MurD, E in 
F. Bistvena komponenta za zaviranje vseh štirih Mur encimov je furan s kisikom na orto 
poziciji, saj ostali analogi z drugimi heterocikli na tem mestu niso pokazali zaviralnega 
učinka na nobenem od encimov. Primerjava med spojinama 4b in 4f kaže, da ni ključna zgolj 
prisotnost kisika v heterociklu, ampak tudi njegova pozicija na orto mestu. Dobro 
protibakterijsko delovanje na sev S. aureus smo določili le pri spojini 12 z MIK vrednostjo 
0,031 mM (10,65 μg/mL), medtem ko ostale spojine niso pokazale protibakterijskega 
delovanja. 
V sklopu našega dela smo torej uspeli preučiti vpliv različnih substituentov na inhibicijo 
encimov MurC-F, pri čemer predvsem spojina 13 predstavlja osnovo za morebitno 
nadgradnjo multiplih azastilbenskih zaviralcev. Ker so izmerjene inhibitorne aktivnosti v 
mikromolarnem območju, bi bilo za doseganje močnejše aktivnosti smiselno načrtovanje 
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učinkovin, podprto s 3D strukturo tarče. Prav tako bo eden večjih izzivov zagotovo ostala 
optimizacija kemijskih lastnosti inhibitorjev, ki bi omogočala njihov prehod skozi 
bakterijsko steno in stabilnost v citoplazmi ter s tem protibakterijsko delovanje. 
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